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0\ (54) Title: UROKINASE INHIBITORS, PRODUCTION AND USE THEREOF 

(54) Bezelchnung: HEMMSTOFFE DER UROKINASE, IHRE HERSTELLUNG UND VERWENDUNG 

(57) Abstract: The invention relates to novel inhibitors of urokinase, to the production thereof and to the use of the same for the 
treatment, prophylaxis and diagnosis of a tumour, in particular for reducing the formation of tumour metastases. 

O 

(57) Zusammenfossung: Die Erfindung betrifft neue Hemmstoffe der Urokinase, ihre Herstellung und Verwendung zur Therapie. 
^ Prophylaxe und Diagnose eines Tumors, insbesondere zur Reduzieiung der Bildung von Tumormetastasen. 
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Henunstoife der Urokinase, ihre Herstellnng und Verwendnng 

Die Erfindung betrifft neue Hemmstofife der Urokinase, ihre Herstellung und 
5 Verwendung zur Therapie, Prophylaxe und Diagnose eines Tumors, insbesondeie 
zur Reduzierung der Bildimg von Tumormetastasen. 

Die Ausbreitung imd Metastasierung solider Tumoren in umgebendran Gewebe 
wird dutch ihre FShigkeit, die extrazellulare Matrix in der Umgebung der 

10 Tumorzelle abzubauen bzw. die Basalmembran zu durchdringeo, ermoglicht. In 
diesem Prozess kommt neben verschiedenen Matrixmetalloproteinasen und 
Cathepsinen vor allam dem Plasminogenaktivator Urokinase (uPA) eine zentrale 
Bedeutung zu (P. Mignatti und D.B. Rifkin, Physiol. Rev. 73, 161-195, 1993). So 
bewirkt uPA die Aktivienmg von Plasminogen; das entstehende Plasmin kann die 

15 Komponenten der extrazellulSren Matrix (Fibrin, Fibronektin, Laminin, 
Proteogl^kane u.a.) abbauen sowie Metalloproteasen und pro-Urokinase zu uPA 
aktivieren (U. Reuning et al., Int J. Oncol. 13, 893-906, 1998). 

Sowohl pro-Urokinase als auch uPA binden an den uPA-Rezeptor (uPAR), einen 
20 an der Zelloberflache lokalisiearten, spezifischen Rezeptor. Dadurch wird eine 
Verstarkung und Fokussierung der Aktivitat von uPA und damit der 
Plasminogenaktivierung in der direkten Umgebung der Tumorzelle errdcht 
Sowohl in zellbiologischen Studien als auch in Tiermodellen konnte die 
Bedeutung dieses zellassoziierten Plasminogenaktivator-Systems fdr Tumor- 
25 wachstum und -ausbreitung gezeigt werden. So wird das invasive Potential von 
Tumorzellen bei Hemmung der enzymatischen Aktivitat von uPA durch die 
natiirlichen Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 herabgesetzt (J.-F. Cajot et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 87, 6939-6943, 1990; M. Baker et al.. Cancer Res. 50, 
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4876-4684, 1990). In Htllmerembryonen konnte durch Zugabe von Antikorpem 
gegen uPA die dutch menschliche Rarzinomzellen VOTirsachte Bildung von 
Lungenmetastasen fast vollstSndig verhindert werden (L. Ossowski et al.. Cell 35, 
611-619, 1983). 

5 

Die Faktoren des Plasminogenaktivator-Systems (uPA, uPAR, PAl-1 und PAI-2) 
sind in den letzten Jahren hinsichtlich ihrer klinischen Relevanz ftir die Prognose 
von Padenten mit soliden malignen Tumoren intensiv untersucht worden. 
Insbesondere der Gehalt von uPA im Gewebe verschiedener Tumoren erwies sich 

10 als ein Prognosefaktor. So haben Patienten mit hohem uPA-Spiegel eine 
schlechtere Prognose als solche mit niedriger uPA-Konzentration im Tumor (M. 
Scbmitt et al., Thromb. Haemost. 78, 285-296, 1997; R.W. Stephens et aL, Breast 
Cancer Res. Treat. 52, 99-1 11, 1998). Auch eine erhShte Konzentration an uPAR 
im Tmnorgewebe korreliert mit einer schlechten Prognose (H. Pedersen et al., 

15 Cancer Res. 54, 4671-4675, 1994; C. Duggan et al.. Int. J. Cancer 61, 597-600, 
1995). 

Aus den Befimden zum prognostischen Wert des uPA- und uPAR-Gehaltes im 
Tumorgewebe kann angeiiommen werden, dass synthetische uPA-Inhibitoren in 

20 der Lage sind. Invasion und Ausbreitung von Tumorzellen zu unterdrucken. Die 
Zahl der bisher bekannten uPA-Hemmstoffe ist allerdings relativ klein. Die 
Mehrzahl besitzt nur eine geringe Spezifitat und Wirkungsstarke, wie es fur 
verschiedene Benzamidin- und B-Naphthamidin-Derivate zutriffl (J. Sturzebecher 
und F. Markwardt, Pharmazie 33, 599-602, 1978). Das von Vassalli und Belin 

25 (FEBS Letters 214, 187-191, 1997) als uPA-Hemmstoff beschriebene Amilorid ist 
zwar ein spezifischer, aber schwacher Inhibitor von uPA (Ki = 7 |iM). 

Starker wirksame uPA-Inhibitoren wurden mit 4-substituiCTten Benzotbiophen-2- 
carboxamidmen (K, = 0,16 \iM flir Verbindung B-623) gefimden. HemmstofFe 
30 dieses Typs inaktivieren auch uPA, die an uPAR gebunden ist (M. J. Towle et al.. 
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Cancer Res. 53, 2553-2559, 1993). Die Ben2»thiopheii-Derivate sind sehr 
sp^ifisch, ihre Hemmwirlomg gegenilber Plasmin und dem Plasminogenaktivator 
vom Gewebetyp (tPA) ist germg, allerdings ist die Synthese von Veibindungen 
dieses Typs sehr aufWSndig. 

5 

Eine vergleichbare Spezijatat haben auch 4-Aminomethylphenylguamdin- 
Derivative, deren Hemmwirkung gegentiber uPA (Ki = 2,4 pM fSr die wiiksamste 
Veibindung) allerdings vergleichsweise gering ist (S. Sperl et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 97, 5113-5118, 2000). 

10 

Tm Gegensatz dazu eneichen Na-Triisopropylplienylsulfonyl-3-anMidinophenyl- 
alanin-Derivate mikromolare Ki-Werte (0.41 ^lM fUr die wirksamste Verbindung), 
sind allerdings sehr unspezifische uPA-Hemmstoffe, mit gleicher oder stSrkerer 
Wirkung werd^ Trypsin, Thrombin und Plasmin inhibiert (J. Stiirzebecher et al., 
15 Bioorg. Med. Letters 9, 3147-3152, 1999). Sehr wirksame uPA-Hemmstoflfe sind 
in der WO 99/05096 imd WO 01/81314 mit weiterentwickelten B- 
N^hthamidinen offenbart. Es werden ICso-Werte im nanomolaren Bereich 
beschrieben, allerdings keine Angaben zur Selektivitat und der biologischen 
Wirksamkeit gemacht. 

20 

Bisher wurden nur wenige Peptide als uPA-Hemmstoffe beschrieben, die sich von 
der Substrat-Sequenz ableiten. Kettner und Shaw (Methods in Enzymology, 80, 
826-842, 1981) beschrieben Chloraiethylketone, die zwar uPA irreversibel 
hemmen, aber nicht f&r in vivo-Anwendimg geeignet sind. 

25 

In der EP 18 32 71 sind Lysin-Derivate offenbart, die eine gewisse uPA- 
Hemmung bewirken, allerdings auch andere vergleichbare Enzyme hemmen und 
damit nur sehr speziell bzw. eingeschrSnkt fiir medizinische Zwecke verwendbar 
sind. Gleiches gilt fiir die in der WO 95/17 8 85 als uPA-Inhibitoren 
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beschriebenen medennolekular^ Polypeptide (ca. SO Aminosaiireii), die sich von 
natOrlichen Hemmstoffen abieiteiL Auf Gnmd ihres Peptidcharakters imd der 
MolekulgroBe ist ihr in vivo-Einsatz stark eingeschrSnkt. In jttngster Zeit wurden 
in WO 00/05245 Peptidylaldehyde mitgeteilt, die C-terminal ein Arginal und in 

5 P3 ein D-Seiin enthielten und uPA sehr wirksam hemmten. Nach Acylierung des 
D-Ser-Hydroxyl konnte fOr die Leitverbindung iBuOCO-D-Ser-Ala-Arg-H nach 
sx.-Gabe eine relative Bioverfugbarkeit von 87 % beobachtet werden (S. Y. 
Tamura et al. Bioorg. Med Chem. Lett. 10, 983-987, 2000). In PCT/EP WO 
01/96286 werden Hemmstoffe ofifenbart, die sich von acyUertem 

10 Amidinobenzylamin ableiten und neben einer naturlichen Aminosaure in P2 ein 
D-Serin oder eine vergleichbare unnaturUche Aminosaure in P3 enthalten. 
Verbindungen diese Typs hemmen Urokinase (IQ = 36 nM fur die Avirksamste 
Verbindung) sehr efifektiv. Allerdings haben Verbindungen diese Typs nur 
unzureichende phannakokinetische Eigenschaften fiir eine Anwendung in vivo; 

15 sie werden nach oraler Gabe kaum resorbiert und im Versuchstier nach i.v.-Gabe 
sehr schnell aus der Zirkulation eliminiert (KQnzel et al., Bioorg. Med. Chem. 
Lett. 12, 645-648 (2002)). In WO 02/14349 werden weitere nicht-kovalent 
bindende Urokinase-HemmstofTe beschrieben, die neben den bereits in WO 
01/96286 beschriebenen acylierten Amidinobenzylaminen z.B. acyUertes 

20 Guanidinobenzylantiin, 2-Ainidino-S-Aniinomefhylthiophen und andere Arginin- 
Mimetika als Pi-Rest besitzen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zu Grunde, einen auch ftir therapeutische 
Anwendxmgen geeigneten Wirkstoflf anzugeben, der Urokinase mit hoher 
25 Aktivitat hemmt und der nach i.v.- oder s.c.-Gabe moglichst lange im Koiper 
zirkuliert 

Oberraschend wurde gefunden, dass acyliertes Atnidinobenzylamin gemafi der im 
Patentanspruch 1 angefuhrten allgemeinen Formel I 

30 
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5 



10 




a) 



ist. 



15 insbesondere Verbindungen des 4-Aniidinobeiizylamiiis, bd denen X, R2, R3 und 
R4 natOrliche vmd/oder unnatOrliche Aminosauren ergeben, dann sowohl 
Urokinase sehr wirksam inaktiviCTen als auch insbesondere nach i.v.- oder s.c- 
Gabe langsam aus der Zirkulation eliminiert werden, wenn neben der 
Amidinofianktion weitere geladene Gruppen, vorzugsweise Carboxyl, Amino, 

20 Amidino, Hydroxyamidino, Amidrazono oder Guanidino eingefiihrt werden. Die 
Carbojqrlgruppen k6nn«a auch geschOtzt in Form ihrer Ester vorliegen, wobei 
bevoizttgt Ethylester Verwendung findea. Diese Ester werden in vivo teilweise in 
die frei^ SSuren umgewandelt. 

25 Das oben Gesagte gilt in gleicher Weise fiir acyliertes Guanidinobenzylamin. 

Die Benenniing der Reste P2 und Pi in dem Struktursegment A der aUgemeinen 
Formel I bezieht sich nicht auf die sonst fibUcherweise verwendete Nomenklatur 
der Aminosaurereste in Peptidsubstraten von Serinproteasen und davon 
30 abgeleiteten Inhibitoren, wie ae von Schechter und Berger eingefiihrt wurde 
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(Schechter imd Berger, Biochem. Biophys. Res. Comm. 27, 157-162 (1967)). In 
allea TeilOT dear Erfindung, d.h. sowohl in der Beschrdbung als auch in den 
AnsprOchen gelten die folgenden Definitionen: 

5 Der Buchstabe P in Zusammenhang mit einer 2^ahl von 1 bis 3 in nomialer 
Schrift, d.h. PI, P2 oder P3, wird ftir Aminosaurereste und d«ren Derivate 
entsprechend der Nomenldatur von Schechter und Berger verwendet. Dagegm 
steht der Buchstabe P in Zusammenhang mit einer tiefgestellten 1 oder 2, d.h. Pi 
Oder P2, fttr Aminosaurereste und deren Derivate als Bestandteile der Struktur A 

10 in Formel I der vorliegenden Erfindung. Dabei entspricht die in der L- 
Konfiguration vorliegende substituierte oder unsubstituierte natOrliche oder 
unaturliche Aminosaure Pi in der Struktur A P2 nach Schechter imd Berger und 
die in der D-Konfiiguration vorliegende substituierte oder unsubstituierte 
naturliche oder xmatiirliche Aminosaure P2 in der Struktur A entspricht P3 nach 

15 Schechter und Berg^. 

In Formel I ist 

Ri ein H oder -(CH2)aCOOR6 mit a = 0, 1, 2, 3, 4 oder 5, vorzugsweise mit a = 0, 
1 Oder 2, ist, wobei R6 ein verzweigter oder unverzweigter Alkylrest mit 
20 vorzugsweise 1 bis 6 C-Atomen, insbesondere 1 bis 3 C-Atomen, vor allem Ethyl; 

R2 ist ein H, ein verzweigter oder unverzweigter Alhykest mit 1 bis 8 C-Atomen 
vorzugsweise mit 1 bis 3 C-Atomen, oder 

-(CH2)cCOOR« mit c = 1, 2, 3 oder 4, wobei Rg H od&c em verzweigter oder 
25 unverzweigter Alkylrest mit vorzugsweise 1 bis 6 C-Atomen, insbesondere 1 bis 3 
C-Atomen, vor allem Ethyl, oder 
-(CH2)d-OR9 mit d = 1, 2, 3 oder 4, wobei R9 H ist, oder 

-(CH2)eORio, -(CH2)eSRio, -(CH2)e-Guanidino, -(CH2)e-Imidazol oder 
-(CH2)eNHRio mit e = 1, 2, 3, 4 oder 5, wobei Rio H, ein verzweigter oder 
30 unverzweigter Alkykest mit 1-16, insbesond^e 1-8, vor allem 1-3 C-Atomen oder 
ein substituierter oder unsubstituierter Aryl-, Heteroaryl-, Aralkyl- oder 
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Heteioaralkylrest ist, wobei der Alkylrest vorzugsweise 1 bis 16, insbesondere 1 
bis 8, vor allem 1 bis 3 C-Atome, xind der Aryl- oder HeteiX)arylrest vorzugsv/eise 
4 bis 14, insbesondere 6 bis 10, vor allem 6 C-Atome und vorzugsweise 1 bis 3 N 
als Heteroatom besitzt, oder 
5 -(CH2)kO-CO-ORi6 mit k = 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8, wobei Ri6 ein verzweigtes 
oder unverzweigtes Alkyl mit 1-16, vorzugsweise 1-8, insbesondere 1-4, vor 
allem 1-2 C-Atomen, ein substituierter oder unsubstituierter Aryl-, Heteroaryl-, 
Aralkyl- oder Heteroaralkylrest, ein Adamantyl-, ein Campher-, ein 
Cyclohexylmethylrest, vorzugsweise Benzyl ist; 

10 

R3 ist einH Oder -(C3i2)bR7 mit b = 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8, vorzugsweise mit b = 
2 odCT 3, ist, wobei R7 H, ein verzweigter oder unverzweigter Alkylrest mit 1 bis 
10 C-Atomen, vorzugsweise mit 1 bis 3 C-Atomen, oder ein geladener Rest, 
vorzugsweise einer -(CH2)jCOORi3, -(CH2)jS02Ri3, -(CH2)jNH2, 
15 -(CH2)j-Amidino-, -(CH2)j-Hydroxyamidino- od^ -(CH2)j-GuamdinoGmppe mit j 
= 0, 1 Oder 2 ist, wobei R13 H oder ein Alkylrest mit vorzugsweise 1 bis 6 C- 
Atomen, insbesond^e 1 bis 4, vor allem Ethyl ist; 

R4 ist ein verzweigter oder unverzweigt^ Alkylrest mit 1 bis 8, vorzugsweise 1 
20 bis 3, C-Atomen, -(CH2)fORii, -(CH2)fSRn, oder -(CH2)^nIHRii mit f = 1, 2, 3, 4, 
5, 6, 7 oder 8, wobei Rn H oder -CO-OR17 ist, wobei R17 ein verzweigtes oder 
unverzweigtes Alkyl mit 1-16, vorzugsweise 1-8, insbesondere 1-4, vor allem 1-2 
C-Atomen, ein substituierter oder unsubstituierter Aryl-, Heteroaryl-, Aralkyl- 
oder Heteroaralkybrest, ein Adamantyl-, ein Campher-, ein Cyclohexylmethylrest, 
25 vorzugsweise Benzyl ist; 

R5 ist -(CH2)g(CH3)h, -(CH2)i-Aryl mit g + h = i = 0, 1, 2 oder 3, -SO2R12, -COR12, 
oder -COOR12, wobei R12 ein verzweigtes oder unverzweigtes Alkyl nait 1-16, 
vorzugsweise 1 bis 8, insbesondere 1 bis 4, vor allem 1 bis 2 C-Atomen, ein 
30 substituierter oder unsubstituierter Aryl-, Heteroaryl-, Aralkyl- oder 
Heteroaralkybrest, em Adamantyl-, ein Campher-, ein Cyclohexyhnethyhest, 
vorzugsweise Benzyl ist, wobei R5 mit ein^ geladenen oder ungeladenen Gruppe, 



7 



wo 03/076391 




PCT/EP03/02489 



voizugsweise ein^ -(CH2)jCOORi3, -(CH2)jS02Ri3, -(CH2)jlSiH2, 
-(CH2)j-Aimdino-, -(CH2)j-Hydroxyaimdiiio- oder -(<:aH2)j-Guamdiiio-Gn5>pe mit 
j = 0, 1 Oder 2 modifiziert sein kann, wobei R13 H oder ein Alkykest mit 
vorzugsweise 1 bis 6 C-Atomen, insbesondere Efliyl, ist; 

5 

U ist ein Phenyl- oder Cyclohexylrest oder ein Heterophenyl- oder 
Heterocyclohexylrest mit vorzugsweise mindestens einCTi N, S oder O als 
Heteroatom, insbesondere Pyridin, Piperidin oder Pyrimidin; 

10 V ist (CH2)n mit n = 0, 1, 2 oder 3, vorzugsweise 0; 
X ist N Oder CH, vorzugsweise CH; 
Y ist N Oder (CEOm mit m = 0 oder 1, vorzugsweise CH; 

Z konmit in 3- oder 4-Position vor und ist eine Aminomethyl-, eine Guanidino- 
oder eine Amidinogruppe 

NH-R,4 
^NH 

, wobei Rh H, OH, NH2, -COR15 oder -COORis ist, wobei R15 ein verzweigter 
20 oder unverzweigter Alkylrest mit 1 bis 16, vorzugsweise 1 bis 8, insbesondere 1 
bis 4, vor allem 1 bis 2 C-Atomen oder ein substituierter oder unsubstituierter 
Aryl- Oder Heteroaryl-, Aralkyl- oder Heteroaralkykest ist, wobei der Alkykest 
vorzugsweise 1 bis 16, insbesondere 1 bis 8, vor allem 1 bis 4 und besonders 
bevorzugt 1 bis 2 C-Atome und der Aryl- oder Heteroarykest vorzugsweise 4 bis 
25 14, insbesondere 6 bis 10, vor allem 6 C-Atome und vorzugsweise 1 bis 3 N als 
Heteroatom besitzt; 

wobei dn oder mehrere geladene Reste vorzugsweise abgeleitet von -COOK, 
-CH(COOH[)2, -SO2H, NH2, einer Amidino-, Hydroxyamidino-, Amidrazono- 
30 oder Guanidinogruppe in den Resten Ri, R2, R3 oder R5 vorhanden sind; 
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ebeo&lls bevorzugt ist eine Veibindung der allgemeinen Formel I in Fonn eines 
Piodrugs Oder in Fonn ihres Salzes. 

Bin Prodrug im Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein acyliertes Amidino- oder 
5 Guanidinobenzylamin gemaB der allgemeinen Formel I, das als phaimazeutisch 
inaktives Derivat der entsprechenden pharmazeutisch wirksamen Substanz 
vorliegt und nach oraler Gabe spontan oder enzymatisch biotransformiert wird 
unter Freisetzung der phaimazeutiscb wirksamen Substanz. 

10 Weitere besonders bevorzugte Hemmstoffe der Urokinase, die besonders langsam 
eliminiert werden, sind 4-Ainidinobaizylamin-Derivate gem&B der allgemeinen 
Formel I, wobei zusatzlich zusStzlich eine mit einer Amino- oder Carboxylgruppe 
funktionalisierte Oligo- oder Polyalkylenglycolkette, insbesondere eine Poly- oder 
Oligoethylenglycol- oder Poly- oder Oligopropylenglycolkette direkt an eine 

15 fbnktionelle Gruppe von R2 insbesondere tiber eine -NH- oder eine -CO-Grappe 
unter Ausbildung einer Amidbindung an R2 gekoppelt ist, wobei die Oligo- oder 
Polyalkylenglycolkette zumindest an beiden Enden eine fimktionelle Gruppe, 
insbesondere eine substituierte oder unsubstituierte Amino- und/oder 
Caiboxylgruppe aufweist, oder wobei die Oligo- oder Polyalkylenglycolkette 

20 zumindest an einem Ende eine funktionelle Gruppe, insbesondere eine 
substituierte oder unsubstituierte Amino- und/oder Carboxylgnq)pe aufweist und 
am anderen Ende als Alkylefher mit 1-4 C-Atomen, insbesondere als Methylether 
vorliegt, wobei R2 vorzugsweise -(CH2)n-NH2 mit n gleich 1-5, vorzugsweise 4 
Oder -(CH2)n-COOH mit n gleich 1-5, vorzugsweise 1-3 ist. 

25 

An eine Oligo- oder Polyalkylenglycolkette, die zumindest an beiden Enden eine 
fimktionelle Gruppe, insbesondere eine substituierte oder unsubstituierte Amino- 
und/oder Carboxylgnq)pe aufweist, konnen zwei Molektile der allgemeinen 
Formel I gekoppelt werden. 

30 
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Weiden die erfindungsgemaBen Derivate des 4-Ainidiiiobenzylamms mit einer 
OUgp- Oder Polyajkjdenglykolkette gekoppelt, weist PI in der Struktur A der 
allgemeinen Fonnel I voizugsweise die folgende allgemeine Fonnel H auf: 



wobei q gleich 0, 1, 2, 3, 4 oder 5 ist imd D gleich Formel ffl ist 



wobei wenn E gleich eine H2N-, HOOC-CCHzVCO-NH-, HOOC-, HaN-CCHzV 
10 NH-CO- Oder HS-Gruppe ist, F gleich ein OUgo- oder Polyalkylenglycol der 
allgemeinen Fonnel <CT2)HO-CH2-a^2],0<a^2)m■<^ra-CO-C1^2-aCH2)lr 
oder <CH2)d-[0-CH(CH3)-ai2]v-0<CH2)mKNH-CO-CH2-0-CH2V mitd= 1. 2. 
3 Oder 4, v = eine ganze Zahl von 1 bis 1000, bevorzugt 2 bis 250, m = 0, 1, 2, 3 
Oder 4 imd k = 0 oder 1 ist oder wenn E gleich eine CHa-O-Gruppe ist, F gleich 
15 eine Oligo- oder Polyalkyleaiglycolkette der allgemeinen Formel -(CH2)d-[0-CH2- 
CH2]vO-(CH2).„-(NH-CO-CH2-0-CH2)k- oder -(CH2)d-[0-CH(CH3)-CH2]v-0- 
(CH2)m-(NH-CO-CH2-0-CH2)ir mit d = 1, 2, 3 oder 4, v = eine ganze Zahl von 1 
bis 1000, bevorzugt 1 bis 250, m = 0, 1, 2, 3 oder 4 und k = 0 oder 1 ist; und G 
gleich -CO-NH- Oder -NH-CO- ist. 



Ein besonderer Vorteil von OUgo- und/oder Polyalkylenglycolderivaten der 
erfindungsgemaBen Urokinasehemmstoffe besteht in ihrer verlSngerten 
Halbwertszeit in der Zirkulation nach systemischer Gabe. 

25 Wdtere besonders geeignete Verbindungen sind Verbindungen nach den 
allgemeinen Foimel I, wobei U an 1, 2 oder 3 Positionen vorzugsweise mit einem 
Halogen, insbesondere Huor odec Chlor, oder einem Methyl-, Ethyl-, Propyl-, 
Methoxy-, Ethoxy-, oder Propoxyrest substituiert ist. 
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Weiteie besonders geeignete Vabindmigea sind Veibindungen nach den 
aUgemeinen Fonneln I, wobd dne Caiboxylgrappe als Ester, bevoizugt als 
Ethylester, geschutzt vorliegL 

5 Weitere besonders geeignete Veibindungen sind Verbindungen nach den 
aUgemeinen Formeln I oder II, wobei die Verbindung in Form eines Prodrugs 
vorUegt, wobei R9 und/oder Ru in diesem Fall ein Alkylcaibonyl-, 
Aralkylcarbonyl-, Alkyloxycaibonyl- oder Aralkyloxycaibonyl-Rest ist, wobei 
der lineare oder verzweigte Alkylrest vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 4 

10 C-Atome und der Arylrest vorzugsweise 5 bis 8, insbesondere 6 C-Atome besitzt 

Weitere besonders geeignete Verbindungen sind Verbindungen nach den 
aUgemeinen Formeln I oder n, wobei im Amidinobenzylamidrest die 
Amidinogruppe in 4-Position stdit und P2 von der Aminosaure D-Ser abstammt 
15 und Pi von Glydn, Alanin, Serin, Asparaginsaure oder Glutaniins9ure abstammt 
und R5 ein unsubstituierter oder mit einer Caiboxylgnq)pe versehener Aryl- oder 
Aralkylsulfonyl-Rest mit 1 bis 16, vorzugsweise 1 bis 8, insbesondere 1 bis 4, vor 
aUem 1 bis 2 C-Atomen im Alkylrest und 6 bis 14, vorzugsweise 6 bis 10, 
insbesondere 6 C-Atomen im Arylrest ist. 

20 

Weitere besonders geeignete Verbindungen sind Verbindxmgen nach den 
aUgemeinen Formeln I oder n, wobei im Amidinobenzylamidrest die 
Amidinogruppe in 4-Position steht und P2 die AminosSure D-Ser und Pi eine 
natOrUche oder kSnstliche, unsubstituierte oder substituierte basische Aminosaure 

25 in der L-Konfiguratian bedeutet, beispielsweise Lys, homoLys, Arg, norArg, 
homoArg, His, Om, Om(2-Imidazolinyl), Dab, 4-[(2- 
Amino)Pyrimidinyl]Buttersaure, D^, Ala[3-(2-PyrroUdinyl)], Ala[3-PyrroUdinyl- 
(2-N-Amidino)], Ala[3-CN-Pipaazine-4-N-amidino], Ala(4-Pip), Ala[4-Pip(N- 
amidino)], homoAla(4-Pip), Ala[3-Pip(N-amidino)], homoAla(3-Pip), 

30 homoAla[4-Pip(N-amidino)], Ala-(3-guanidino), Phe(3-Amidjno), Phe(4- 
Amidino). Phe(3-NH2), Phe(4-NH2), Phe(3-Guanidino), Phe(4-Guanidino), Phe[4- 
(2-imidazolinyl)], Phe[3-CH2-(guanidino)], Phe[4-CH2-(g>ianidino)], homoPhe(3- 
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Amidino), homoPhe(4-Amidino), hPhe(3-NH2), hPhe(4-NH2), hPhe(3- 
Guanidino), hPhe(4-GuaQidino), cis-aia(4-NH2), trans-Cha(4-NH2), cis- 
homoCha(4-NH2), traiis-homoCaia(4-NH2), ti:ans-Cha(4-CH2NH2), trans- 
homoCha(4-CH21SIH2), und wobei R5 ein mit einer Sulfonylgnq)pe versehener 
5 Aryl- Oder Aralkylsulfonyl-Rest mit 1 bis 16, vorzugsweise 1 bis 8, insbesondere 
1 bis 4, vor allem 1 bis 2 C-Atomen im Alkylrest und 6 bis 14, vorzugsweise 6 bis 
10, insbesondere 6 C-Atomen im Arylrest ist, der an die Aminogruppe des D-Ser 
gebimden ist, wobei Pi ganz besonders bevorzugt die Aminosaure Lysin oder 
Argrninist 



Weitere besonders geeigaete Verbindimgen sind Verbindungen nach den 
allgemeinCTL Formebi I oder n, wobei der Substituent am substituierten Aryl-, 
Heteroaryl-, Aralkyl- oder Heteroaralkyhrest ein Halogen, vorzugsweise Fluor, 
Chlor Oder Brom, insbesondere Fluor oder Chlor, ist 



Weitere besonders geeigaete Verbindungen sind Verbindungen nach den 
allgemeinen Formebi I oder U, wobei eine Verbindung der allgemeinen Formel I 
die folgende Struktur aufweist: 



mit R gleich COOH oder COOMe in ortho-, meta- oder para- oder H und X gleich 
CH und Ri gleich H; oder 

R gleich 4-COOH oder 3-COOH mit X gleich CH und Ri gleich H, CH3 oder 

25 CH2-OH; Oder 

R gleich 4-CN mit X gleich CH und Ri gleich CH3; oder 

R gleich 4-(NH2-CH2) mit X gleich CH und Ri gleich H; oder 

R gleich H mit X gleich CH und Ri gleich H, CH2-OH, CH2-0(Bzl), CH2-NH2, 

CH(OH)CH3 Oder CH(OBzl)CH3; oder 

30 R gleich 4-COOMe mit X gleich CH und Ri gileich CH2-OH; oder 
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R gleich 4-CL, 4-Me, 4-F oder 3,4-Di-Cl mit X gleich CH und Ri gleich H; oder 
R gleich H mit X gleich N und Ri gleich H. 

Wdtere besonders geeignete Verbindimgen sind Verbindimgen nadi dea 
5 allgemeinen Foimehi I oder n, wobei eine Verbindimg der allgemeinen Fonnel I 
eine der folgenden Sirukturea aufweist: 




H o NH, 
20 • 
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Weitere besonders geeignete Veibindungen sind Veibindmigeii nach de 
aUgememen Formeln I oder II, wobei eiiie Veibindiing der aUgemeinen Fonnel 
Oder n eine der folgendea Strukturen aufweist: 




wobei PEG5000 eine Polyethylenglycolkette mit einem durchschnittUchen 
Molekulargewicht von 5000 Da bedeutet, wobei ebenso Polyethylenglykolketten 
mit einem durchschnittUchen Molekulargewicht von 100 - 20000 Da verwendet 
vrerden kdimen; 

Oder 
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initn = 2bis 250. 
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Bei einer staikea Inaktivienmg von Urokiiiase werden die zusatzlich geladenen 
4-Amidinobenzylandii-Derivate auf vorteilhafte und tiberraschende Weise sehr 
langsam eliminiert, so dass die erfindungsgemafien Verbindungen eine neue 
Gnq>pe von hochaktiven Urokinase-Henimstofifen darstellen. 



Beispiele fOr solche Verbindiingen sind neben den in den Ausfuhrungsbeispielen 
genaimten: 

(3-Pyridylmethyl)sulfonyl-dSer-Gly-4-Amidinobenzylam^ 
(3-Pyridylmethyl)sulfonyl-^er-Ala-4-Amidinoben2ylam 
(3-I^dylmethyl)siilfonyl-dSer-Ser'4-Ainidinobenzylamid 
(3-Pyridylmethyl)sulfonyl-KiSer-Pro-4-Anudinobenz^ 



(4-Pyridylmethyl)sulfonyl-dSer-Ala-4-Amidinobenzylarai 

(4-I^dylmethyl)sulfonyl-dSer-Ser-4-Amidinobeii^^ 

(4-Pyridylmethyl)sulfonyl-<lSer-Pro-4-Aniidmobenzyl 

(2-Pyridylmethyl)sulfonyl-dSer-Gly-4-Ainidinobenzylamid 
(2-Pyridy]methyl)sulfonyl-dSer-Ala-4-Amidinobenzylan^ 
(2-Pyridylmethyl)sulfonyl-dSer-Ser-4-Amidinobeazylamid 
(2-Pyridylmethyl)sulfonyl-dSer-Pro-4-Aniidinobenzylaim 

((3-(TIifluorme1llyl)phenyl)metilyl)-s^llfony^ 
((3-(Trifluormethyl)phenyl)niethyl)-sulfonyl-dSer-^^ 
; ((3-(Trifluormethyl)phenyl)niethyl)-sulfonyl-dSer-S 
((3-(Tiifluoimethyl)phenyl)methyi)-sulfonyl-dSer-I^^ 
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((4-(Trifluormethyl)phenyl)methyl)-siilfonyl^^ 
((4-(Trifluoxmethyl)pheQyl)methyl)-sulfonyl-^ 
((4-(Trmuoimethyl)phenyl)methyl)-sulfonyl-d^ 
5 ((4-(Trmuoraiethyl)phenyl)methyl>sulfonyl-^ 

2-Cl-Beiizylsiilfonyl-dSer-Gly-4-Aimdinobenzylaiiiid 
2-Cl-Beirzylsulfonyl-^er-Ala-4-Anudinoben^ 

2- Cl-BenzylsulfonyWSer-I^-4-Aimdinobenzylaim 
10 2-Cl-Benzylsulfonyl-dSer-Ser-4-Aimdmobenzylaimd 

3- Cl-Benzylsiilfonyl-4Ser-Gly-4-ABudinobenzylainid 
3-Cl-BenzylsulfonyWSer-Ala-4-Amidinobei^^ 

3- Cl-Beiizylsulfonyl-dSer-Pro-4-Aimdinoben^ 

15 3-Cl-Beiizylsulfonyl-dSer-Ser-4-Ainidinobenzylaiiu 

4- Cl-Benzylsulfonyl-dSer-Ala-4-Aimdinobenzylamid 
4-Cl-Beiizylsulfonyl-dSer-Pro-4-Amidm 
4-Cl-BenzylsulfonyWSer-Ser-4-Aimdinoben2yla^ 

20 

2-Me1hyl-Benzylsulfonyl-dSer-Gly-4-Aimdm 
2-Metiiyl-Benzylsiilfonyl-dSer-Ala-4-Aimdm 
2-Me1iiyl-BenzyIsulfonyl-dSer-Pro-4-Ainidin^^ 
2-Methyl-Beiizylsulfonyl-dSer-Ser-4-Aimdinoben^ 
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3-Methyl-Beiizylsulfonyl-dSCT-Gly-4-Amidm 

3-Methyl-Benzylsulfonyl-KiSer-Ala-4-Ainidinobe^ 

3.Methyl-Benzylsulfonyl-dSer-Pro-4-Amidmoben^ 

3- Methyl-Ben2ylsiilfonyl-4Ser-Ser-4-Aimd^ 

4- Methyl-BeiizylsulfonyWSCT-Ala-4-Aimdinobei^ 
4-Methyl-Benzylsulfonyl-KiSer-Pro-4-Aimdmobe^ 
4-Methyl-Ben2ylsulfonyl-4Ser-Ser-4-Aimd^ 

Einen besonders bevorzugten Hemmstoflf von Urokinase mit hoher AffinitSt, der 
ebmfalls besonders langsam eliminiert wird, bildet acyliertes 4- 
Amidinobenzylamin, das als Pi (P2) Aminosaure eine naturliche oder kOnstliche, 
unsubstituierte oder substituierte basische Aminosaure in der L-Konfiguration, 
besonders bevorzugt Arginin oder Lysin besitzt, und wenn D-Serin als P2 0^3) 
Rest gebunden ist, und wenn die Verbindung eine N-tenninale Schutzgruppe R5 
aus einem Aryl- bzw. Aralkyl-sufonyl-Rest aufweist. 

Bei einer starken Inaktivierung von Urokinase werden die zusatzlich geladenen 
4-Amidinobenzylamin-Derivate auf vorteilhafte und uberraschende Weise sehr 
langsam eliminiert, so dass die erfindungsgemaBen Verbindungen eine neue 
Groppe von hochaktiven Urokinase-Henunstoffen darstellen, 

Beispiele fur solche Verbindungen sind neben den bereits genannten: 
Benzylsulfonyl-dSer-homoLys-4-Anridinobenzylanud 
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BenzylsulfonylHiSer-norArg-4-Aimdinobenzylamid 

Benzylsulfonyl-KiSer-homoArg-4-Aimdinobenzylamid 

Benzylswlfonyl-^er-Om-4-Aiiddinobenzylamid 

BenzylsulfonylHJSer-Om(2-LmdazolinyO-4-Ainidmobeiizyl^ 

Beiizylsulfonyl-<iSer-His-4-Anudinobenzylaimd 

BenzylsulfonylHiSer-Dab-4-AniidinobenzylaiQid 

Benzylsidfonyl-dSer-4-[(2-Aiiiino)Pyrimidmyl]Buttersaure-^ 
Amidinobenzylamid 

Beiizylsulfonyl-^«-Dap-4-Aiiudinobenzylaniid 

Beiizylsulfonyl-dSer-Ala[3<2-PyiToUdinyl)]-4-Amidmobenzylaimd 

BenzylsulfonyWSer-Ala[3-PyiToUdinyH2-N-Aniidino)]-4-A^ 

Benzylsulfonyl-^er-Ala[3<N-Piperazme-4-N-aimdmo]-4-Ainidinobe^^ 

Beiizykulfonyl-dSer-Ala(4-Pip)-4-Amidinobeixzylamid 

Benzylsiilfonyl-<iSer-Ala[4-Pip(N-aimdino)]-4-Aimdinobemzylam 

Benzylsulfonyl-dSer-homoAla(4-Pip)-4-Aimdinoben2ylainid 

Benzylsulfonyl-dSer-Ala[3-Kp(N-amidino)]-4-Araidinobenzylamid 

Benzylsulfonyl-dSer-homoAla(3-Pip)-4-Aimdmobenzylamid 

Bemylsulfonyl-dSer-homoA144-Pip(N-aimdino)]-4-Aimdinobe^ 

Benzylsulfonyl-dSer-Ala<3-guamdino)-4-Aimdinobeiizylam 

Benzylsulfonyl-dSer-Phe(3-Aiiudmo)-4-Amidmobemylaimd 

BCT2ylsvilfonyWSer-Phe(4-Aimdino)-4-Ainidinobenzylanu 

Beiizylsxilfonyl-dSer-Phe(3-NH2)-4-Aimdmobenzylamid 

Ben2ykulfon5d-dSer-Phe(4-NH2H-Aimdinobenzylaimd 

Benzylsillfonyl-dSer-Phe(3-Guamdino)-4-Aimdinoben2^ 

Benzylsulfonyl-^er-Phe(4-Guamdino)-4-Amidiiiobeiizylaniid 
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BenzylsulfonylHiSer-Phe[4-(2-iimdazolinyl)]^ 

Ben2ylsulfonyl-dSer-Phe[3-CH2<gu^ 

Benzylsulfonyl-dSer-Phe[4-CH2Kguamdmo)]-4-Aim 

Benzylsulfonyl-KiSer-homoPhe(3-Anudmo)-4-^^ 

Beiizylsulfonyl-dSer-homoPhe(4-Ainidino)^ 

Benzylstdfonyl-dSer-hPhe(3-NH2)-4-Aim 

Benzylsulfonyl-dSer-hPhe(4-NH2)-4-Aim 

Benzylsulfonyl-dSer-hPhe(3-Guamdino)-4-Aim 

BCTzylsulfonyl-dSer-hPhe(4-Guamdino)-4-Amidinobe 

Benzylswlfonyl-dSer-cis-Qia(4-NH2)-4-Aimdm 

Ben2ylsulfonyl-dSer-trans-Cha(4->ffl2)-4-Aim 

Benzylsiilfonyl-dSer-cis-homoCha(4-NH2)-4-Am 

Benzylsulfonyl-<iSer-traiis-homoCha(4-hffi2)-^Am 

Benzylstdfonyl-dSer-tans-aia(4-^ 

Beiizylsulfonyl-dSer-trans-homoCha(4-CH2l^2)-4-Am 

Die Verbindungen liegen in der Regel als Salze, vorzugsweise mit Mmeralsauren, 
bevorzugt als Hydrochloride, vor oder vorzugsweise als Salze mit geeigaeten 
orgaxiisclien Saureou Bevorzugte Salze von Mineralsauren sind auch Sulfate. 
Geeignete organische S^ur^ sind beispielsweise EssigsSure, AmeisensSure, 
Methylsulfonsaure, Bemsteinsaure, Apfelsaure oder Trifluoressigsaure, wobei 
bevorzugte Salze von organischen Sauren Acetate sind. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel I kdnnen in prinzipiell bekannter 
Weise, wie nachfolgend beschrieben, beispielsweise wie folgt hergestellt werden: 
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Aus dan kommerziell erhaltlichen 4-Cyanobenzylamin (Showa Denko, J^an) 
wird das Boc-geschutzte 4-AcetyloxamidmobOTzylaiiii2i nach d&m Fachmaim 
bekannten Verfahren gewonnai (Judkins et al., Synfli. Commun, 26, 4351 

5 (1996))- Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgt die Ankopplung der 
weiteren Aminosauren und der Schutzgrappe R5 mittels 
Standardkopplimgsmefliodea mit Hoc als N-terminaler Schutzgruppe. Die P2 (P3) 
Aminosaure kann auch direkt als N-aryl- bzw. N-aralkyl-sulfonyl-geschtttzte 
Aminosaure gekoppelt werderu Die Peptidanaloga werden sequentiell, begiiinend 

10 vom Acetyloxamidinobenzylamin, aufgebaut Die meistea Zwischenprodukte 
kristallisieren gut und lassen sich damit einfach reinigen. Die Endreinigung der 
Hemmstoflfe erfolgt auf der letzten Stufe vorzugsweise Uber praparative, reversed- 
phaseHPLC. 

15 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung 
einer Verbindung der allgemeinen Formel I oder n, wobei sequentiell die 
entsprechenden Aminosauren an ein 4-Acetyloxamidinobenzylainin angekoppelt 
werden, wobei die N-terminale Aminosaure entweder den Rs-Rest bereits tragi 
Oder dieser anschliefiend daran gebunden wird 

20 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arznermittel enthaltend einen 
erfitudungsgemaBen Hemmstoff sowie weitere pharmazeutisch geeignete Hilfe- 
und/oder Zusatzstoffe. Geeignete Hilfs- und/oder Zusatzstoflfe, die z.B. der 
Stabilisienmg und/oder Konservierung des Arzneimittels dienen, sind dem 

25 Fachmann allgemem gelaufig (z.B. Sucker H, et al-, (1991) Pharmazeutische 
Technolo^e, 2. Auflage, Georg Thieme Verlag, Stuttgart). Hierzu zahlen 
beispielsweise physiologische KochsalzlSsungen, Ringer-Dextrose, Ringo:- 
Laktat, entmineralisiertes Wasser, Stabilisatoren, Antioxidantira, 
Komplexbildner, antimikrobielle Verbindungen, Protdnaseinhibitoren und/oder 

30 inerte Gase. 
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Das Arzneimittel kSnnte beispielsweise in parenteraler Anwendirngsfonn, 
insbesondere in intraartieller, intravendser, intramuskularer oder subcutaner Form, 
in enteraler Anwendungsform, insbesondere zur oialen oder rektalen Anwmdung, 
Oder in topischer Anwendungsform, insbesondere als Dermatikiun, angewendet 
5 werden. Bevorzugt sind intraven5se oder snbkutane Anwendungen. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung ^d das Arzneimittel beispielsweise in 
Form ein^ Tablette» eines Dragtes, einer Kapsel, eines Pellets, Suppositorinins, 
einer Losung, insbesondere einer Injektions- oder InfusionslSsung, von Augen-, 
10 Nasen und Ohrentropfen, eines Saits, einer ICapsel, einer !&nulsion oder 
Suspension, eines Globuli, Styli, Aerosols, Puders, einer Paste, Creme oder Salbe 
eingesetzt. 

Die erfindungsgemMfien Urokinasehemmstoffe oder die genannten Arzneimittel 
15 werden bevorzugt zur Diagnose, Therapie oder Prophylaxe eines Tumors, 
insbesondere der Reduzierung der Bildimg von Timiormetastasen, bevorzugt in 
oraler, subkutaner, intravenoser oder transdennaler Form verwendet. 

Die Erfindung soil nachstehend anhand von 14 AusfQhrungsbeispielen nSher 
20 erlautert werden, ohne sie zu beschrSnken: 

Methoden 

Analytische HPLC: Shimadzu LC-lOA System, SSule: Vydac Cig, 5 |Lim (250 x 4 
mm) Losungsmittel A: 0,1 % TFA in Wasser, B: 0,1 % TFA in ACN, Gradient: 
25 10 % B bis 60 % B in 50 min, 1 ml/min Flufi, Detektion bei 220 oder 215 nm. 

PrSparative HPLC: Shimadzu LC-8A System, Sflule: Knauer Cig, 5 ixm (250 x 32 
mm) Lesungsmittel A: 0,1 % TFA in Wasser, B: 0,1 % TFA in ACN, Gradient: 
1 0 % B bis 55 % B in 1 20 min, 1 0 ml/min FluB, Detektion bei 220 nm. 
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Massenspektroskopie: Die Massenspektrm wurden auf einem Kompact Probe der 
Finna Kratos (Manchester, England) mit einem Flugzeitmessungsdetektor und a- 
Cyano-Hydroxyzmtsaure als Matrix, bzw. auf einem ESI-MS LCQ der Fiima 
Finnigan (Bremen, Deutschland), gemessen. 

5 

Beispiel 1: Synthase von BenzylsuIfonyl-D-Ser-Glu-4- 
Amidinobenzylamid x TFA 




COOH X TFA NH2 



10 

la) Boc-4-Cyanobenzylaimd 

20 g (0,151 mol) 4-Cyano-benzylaniin wurden in 300 ml H20, 150 ml Dioxan und 
150ml IN NaOH gelost. Unter EiskOhlung wurden 37,5ml I>i-tert.-butyl- 

15 dicarbonat zugetropft und eine Stunde bei 0°C sowie weitere 24 Std, bei 
Raumtemperatur geruhrt. Das Dioxan wurde im i.V. entfemt und das Produnkt 
wurde in EssigestCT und 5 % KEIS04-L6sung aufgenonmien. Die Essigesterphase 
wuide 3Mal mit 5 %-iger KHSO4- und 3-mal mit gesSttigter NaCl-L6simg 
gewaschen, uber Na2S04 getrockaet und i.V. eingeengt (weifie Kristalle). HPLC: 

20 Acetonitril/H20, Elution bei 44,1 % Acetonitril; Ausbeute: 30,48 g (0,131 mol), 
87 %. 

lb) Boc-4-Acetyloxamidinobenzylaraid 

Nach Judknis et al. (Synthetic Comm. 26, 4351-4367, 1996) wurden 30,48 g 
25 (0,131 mol) Boc-4-Cyanobenzylamid mit 13,65 g (0,197 mol) Hydroxylamin x 
HCl und 34 ml (0,197 mol) DIBA in 300 ml abs. Ethanol gelGst Es wurde 2 Std. 
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unter RQckfluss gekocht imd tiber Nacht bei Raiuntenq>eratur gerOhrt Danach 
wuide da Ansatz i. V. eingeengt, der Ruckstand in ca. 200 ml Essigsaure geldst 
iind mit 18,67 ml (0,197 mol) Essigsaureanhydrid versetzt Nach 1 Std. wurde 
emeut eingeengt, in Essigester gelost imd bei 0 **C je 3-mal mit 5 %iger KHSO4- 
5 und gesSttigter NaCl-L6sung gewaschen. Nach dem Trocknen tiber Na2S04 und 
Einengen i.V. fiel ein weiBes Pulver an. HPLC: Acetonitril/HaO, Elution bd 
32,0 % Acetonitiil; Ausbeute: 31,3 g (0,102 mol) 78 %. 

Ic) 4-Acetyloxaniidinobenzylamin X HCl 

10 5 mmol Boc-4-Acetyloxamidinobenzylamid werden in 20 ml 1 N HCl in Eisessig 
gelost imd 45niin bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wird i.V. 
weitgehend eingeengt, das Produkt mit trockenem Diethylether gefallt, abgefrittet, 
nochmals mit fiischem Ether gewaschen und i.V. getrocknet Auf Grund der 
quantitativen Umsetzung wurde das Produkt ohne weitere Reinigung filr den 

15 nSchsten Syntheseschritt eingesetzt. 

Id) Boc-Glu(OBzl)-4-Acetyloxainidinobenzylamid 

Die Kopplung von Boc-Glu(OBzl)-OH (Oipegen, Heidelberg) an 4- 
Acetyloxamidinobenzylamin x HCl erfolgte nach Fr^rot et al, (Tetrahedron 47, 

20 259 fiF., 1991). Dazu wurden 2,27 g (9,3 mmol) 4-Acetyloxamidinobenzylamin x 
HCl und 3,138 g g (9,3 mmol) Boc-Glu(OBzl)~OH in ca. 25 ml DMF gelSst. Bei 
0°C wurden 4,84 g (9,3 mmol) PyBOP und 3,878 ml (27,9 mmol) TEA 
zugegeben und der pH-Wert mit TEA auf 9 eingestellt. Nach 1 Std. ROhren bei 
Raumtemperatur wurde i.V. eingeengt, in Essigester aufgenommen und je 3-mal 

25 sauer, basisch und neutral gewaschen, mit Na2S04 getrocknet imd i.V. eingeengt. 
Ausbeute: 4,1 g (7,8 mmol) 84 %. 

le) H-Glu(OBzl)-4-Acetyloxaniidinobenzylamidx HCl 
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4,1 g Boc-Glu(Bzl>4-Acetyloxamidmobenzylamid wurden in 100 ml 1 N HCl in 
Eisessig gel6st und 45 min bd Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wurde i.V. 
weitgehend eingeengt und mit trockenem Diefliylether gefillt, danach abgeftittet 
und das Produkt nochmals mit finsdiem Ether gewaschen. Nach Trocknen des 
Produkts i.V. wurde es ohne weitere Aufreinigung fur die Synthese nach Punkt 
Ig) eingesetzt. 

If) Benzylsulfonyl-D-Ser(Bzl)-OH 

229 mg (1,173 mmol) H-D-Ser(BzI)-OH und 408 \il (2,345 mmol) DIEA wurden 
in 50 ml 50% Acetonitril gel6st Dann wurdrai 335 mg (1,76 mmol) 
Benzylsulfonylchlorid zugegeben und 12 Std. bei Raumtemperatur gerOhrt. Es 
wmde i.V. dngeengt, mit Essigester aufgenommen und je 3-mal saner und neutral 
gewaschen. Nach Trocknen ttber Natriumsulfet wurde i.V. eingeengt Ausbeute: 
289 mg (0,827 mmol) 71 %. 

Ig) Benzylsulfonyl-D-Ser(Bzl)-Glu(OBzl)-4-Acetyloxamidinobenzylamid 

151 mg (0,433 mmol) Benzylsulfonyl-D-Ser(Bzl)-OH und 194 mg (0,433 mmol) 
H-Glu(OBzl)-4-Acetyloxamidinobenzylaniid x HCl wurden in 5 ml abs. DMF 
gelest. Unter EiskOhlung wurden 225 mg (0,433 mmol) PyBOP und 230 \il (1,32 
mmol) DIEA zugegeben. Nach 2 Std. wurde i.V. eingeengt, mit Essigester 
aufgeaiommen und je 3-mal sauer, basisch und neutral gewaschen. Nach Trocknen 
iiber Natriumsulfet wurde i.V. eingeengt und ohne weitere Aufarbeitung nach 
Punkt 1.8 hydiiert. Ausbeute: 270 mg (0,364 mmol) 84 %. 
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Ih) Benzylsulfonyl~D-Ser-Glu-4-Aiiddinobenzylaim x TFA 

270 mg (0,364 mmol) Bzls-D-Ser(Bzl)-Glu(OBzl)-4-Acetyloxamidinobenzylandd 
wurden in 30 ml 90 %iger Essigsaure gelost. AnschlieBend wurden unter Argon 
20 mg 10% Palladium auf Aktivkohle zugesetzt. Argon wurde dnrch eine 
WasserstoflFatmosphare ersetzt \md der Ansatz imter kraftigem Riihren 24 StA 
hydriert. Der Katalysator wurde abfiltriert, das Filtrat i.V. eingeengt und das 
Produkt mit praparativer reversed-phase HPLC gereinigt (Acetonitril/HaO, 0,1 % 
Trifluoressigsaure, Elution bei 22,6 % Acetonitril). 



Beispiel 2: Henunung von Urokinase durch ausgewShlte 4- 
Amidinoben^lamid-Verbindungen 



TabeUe 1 





Konfiguration 
R4 


R4 


R3 


X-R2 


Y-Ri 




Bzl-SCb 


D 


CH2-OH 


H 


CH2 


CH2 


0,036 


BZI-SO2 


D 


CH2-OH 


H 


CH-CH3 


CH2 


0,0077 


BZI-SO2 


D 


CH2-OH 


H 


CH-CH2-COOH 


CH2 


0,86 


BZI-SO2 


D 


CH2-OH 


H 


CH-(CH2-)2-COOH 


CH2 


0,16 
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Bestimmung der Hemmwiricimg 

Zur Bestimimmg der Hemmwirkung wurdrai 200 \il Tris-Puffer (0,05 M, 0,154 M 
NaCI, 5 % Etbanol, pH 8,0; enthSlt den Inhibitor), 25 jil Substrat (Bzl-fiAla-Gly- 

5 Arg-pNA in H2O) und 50 ^1 sc-Urokmase bei 25 "C inkubiert. Nach 3 min wurde 
die Reaktion durch Zugabe van 25 |xl Essigsaure (50%) unterbrochen und die 
Absorption bei 405 nm mittels Microplate Reader (Dynatech MR 5000) bestimmt 
Die Ki-Werte wuiden nach Dixon (Biochem. J. 55, 170-171, 1953) dnrdi lineare 
Regression mittels eines Computerprogrannms ermittelt Die Ki-Werte sind das 

10 Mittel aus mindestens drei Bestimmungen. 



Beispiel 3: Elimination nach Lv.-Gabe von 1 mg/kg KSrpergewicht an der 
Ratte von Derivaten des Benzylsulfonyl-D-Ser-Gly-4-aniidimo- 
benzylamids mit Ala bzw. Gin in P2-Position 



15 



20 



Plasma level (|jg/ml) 




0,01 



60 

Time (min) 



120 



25 Tierversuche 

WeibUche Wistar Ratten (240-300 g KSrpergewicht) wurden narkotisiert 
(Ethylurethan 2,5 g/ml in NaCl, 0,5 ml/100 g Ratte), anschUeBend erfolgte die 
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Pri^aradon der am Hals gelegenen A. carotis. Ein in diesem GeM fixierter 
Kafheter eim5glichte die Blutentnahme zu fes^elegtea Zeiten, Das 
Applikationsvolumen betrug 0,5 ml, als A|>pli]atioiisl5smig wurde 0,9% NaCl 
eingesetzt Blutproben k 500 \il (versetzt im Veihaltnis 19 + 1 mit 1,04 M 

5 Natriumcitrat) wurden zu folgenden Zd^unkten entnommeo: 2, 5, 15, 30, 45, 60, 
90, 120, 150, 180, 210, 240 rmd 270 rnin Der entstandene Blutverlust wurde 
unmittelbar nach Entnahme der Probe mit 500 jil 0,9 % NaCl-Losung 
kompensiert. Citra^lasma wurde dutch Zentrifiigation des Blutes bei 1200*g, fUr 
10 min eibalten. Die Konzentration der Wirkstoffe im Plasma wurde mittels 

10 HPLC ermittelt. 

Beispiel 4: 3-(HOOQBeiizylsuIfonyl-dSer-Gly-4-Amidinobeiizylamid x TFA 



" O F3C-COOH NH2 

15 

4a) 3-(COOMe)-Benzylsulfonsaure Natrium-Salz 

5 g (21,1 mmol) 3-(Bromomethyl)Benzoesauremethylester (Lancaster) wurden in 
35 ml Wasser suspendiert und nach Zugabe von 2,94 g (23,3 mmol) Na2S03 8 h 
unter Rtlckfluss gekocht Der Ansatz wurde heiB filtriert und das Wasser im 
20 Vakuum bis zur begiimend«i Kristallisation eingeengt. Der Ansatz wurde ilber 
Nacht im KtShlschrank aiifbewahrt, danach wurden die Kristalle abgesaugt und 
nochmals aus Wasser umkristallisiat. Die Kristalle wurden abgesaugt und im 
Vakuum getrocknet. 

Ausbeute: 3,9 g (15,46 mmol) HPLC: 22,3 % B 

25 
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4b) 3-(C00Me)-Benzylsulfonylclilorid 

2,5 g (9,91 nunol) 3-(COOMe)-Benzylsulfonsaure Natrium-Salz wurden tnit ca. 
10 ml Phosphorylchlorid angefeuchtet, mit 2,27 g (10,9 mmol) PCI5 versetzt und 
15 Minuten im Eisbad geruhrL Danach wurde der Ansatz 4 h auf 80 ""C erwannt. 
5 AnschlieBend wurde der Ansatz auf Eis gegossen und 30 rain kraftig geriShrt, das 
Produkt schied sich in Form weifier Kristalle auf dem Eis ab. Nachdem das Eis 
teilweise aufgetaut war, wurde der Ansatz durch eine Fritte filtriert und das 
veibl^CTide Produkt-Eis-Gemisch mehrmals mit Wasser gewaschen. Die 
verbleibendCT Kristalle wurden im Vakuum getrocknet. 

10 Ausbeute: 1,6 g (6,43 mmol) 65 % (weiBe Kristalle) 
4c) 3-(C00Me)-Benzylsulfonyl-dSer(tBu)-0H 

0,75 g (4,65 mmol) H-dSer(tBu)-OH (Bachem) wurden in 60 ml trockenem DCM 
suspendiert, mit 1,23 ml (9,765 mmol) Trimethylsilylchlorid und 1,7 ml (9,765 

15 mmol) DIEA versetzt Der Ansatz wurde 1,0 h unter Rttckfluss gekocht imd 
danach im Eisbad abgekiihlt Anschliefiend wurden 1,27 g (5,12 mmol) 3- 
(COOMe)-Ben2ylsulfonylchlorid imd 1,04 ml (6 mmol) DIEA in mehreren 
Portion umerhalb von 30 min zugegeben. Der Ansatz wurde weitere 15 tnin unter 
EiskOhlung und danach fUr 3 h bei Raumtemperatur gerfihrt. Das Losungsmittel 

20 wurde im Vakumn entfemt, der Rfickstand in Wasser (mit 1 N NaOH auf pH 8,5- 
9 gebracht) gelost und 2 x mit Ether extrahiert Die wassrige Phase wurde mit S % 
KHSO4-L0sung angesSuert und 3 x mit Essigester extrahiert. Die vereinte 
Essigesteiphase wurde jeweils 3 x mit 5 % KHS04-L6sung \md NaCl-gesSttigter 
Losimg gewaschen xmd mit Na2S04 getrocknet AnschlieBend wurde das 

25 Losimgsmittel im Vakuum entfemt. 

Ausbeute: 1,3 g (3,48 mmol FeststofiE), HPLC: 51 % B 
4d) H-Gly-4-Acetyloxamidinobenzylamid x HCl 
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2 g (5,49 mmol) Boc-Gly-4-Acetyloxamidinobenzylamid (hCTgestellt wie in WO 
01/96286 A2 beschrieben) wurdea mit 30 ml 1 N HQ in Ksessig versetzt Der 
Ansatz wurde gelegentlich umgeschflttelt Nach 45 min wurde das Ldsungsmittel 
etwas eingeengt tmd das Produkt durch Zugabe von Diethylether gefillt, auf einer 
Fritte abgesaugt, mit Eliiear gewaschen und im Vakuum getrockneL 

Ausbeute: 1,55 g (5,15 mmol), weiBer Feststofif 

4e)3-(COOMe)-Benzylsiilfonyl-<iSer(lBu>Gly-4-Acetyloxamidinobenzylamid 

1 g (2,68 mmol) 3-(COOMe)-Benzylsulfonyl-dSer(lBu)-OH und 0,84 g (2,8 
mmol) H-Gly-4-Acetyloxamidinoben2ylamid x HCl wurden unter RQhren und 
EiskOhlung in 15 ml DMF gplSst und mit 1,39 g (2,68 mmol) PyBop sowie 1,26 
ml (7,236 mmol) DIEA versetzt. Nach 30 min wurde das Eisbad entfemt und 
weitere 4 h bei Raumtemperatur geruhrt Das DMF wurde im Vakuum eingeengt, 
der verbleibende Rtickstand in Essigester gel5st und jeweils 3 x mit 5 % KHSO4, 
NaCl-gesattigtem Wasser, gesattigter NaHCOs-Losung und nochmals mit NaCl- 
gesattigtem Wasser gewaschen. Die Essigesterphase wurde mit Na2S04 
getrocknet und anschlieBend . das Losungsmittel im Vakuum entfemt. Das 
Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung fur den nachsten Syntheseschritt 
verwendet 

Ausbeute: 1,35 g (2,18 mmol) Ol, HPLC: 47,89 % B 



4f) 3-(COOMe)-Benzylsulfonyl-dSer(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylamid x Acetat 
1 g (1,61 mmol ) 3-(COOMe)-Benzylsulfonyl-dSer(tBu)-Gly-4-Acetyloxamidi- 
nobenzylamid wurden in 65 ml 90 % Essigsaure gelOst, mit 150 mg Katalysator 
(10 % Pd auf Akdvkohle) versetzt und iiber Nacht mit WasserstofFhydriat. Der 
Katalysator wurde abfiltriert und das LSsungsmittel im Vakuum eingeengt. Der 
verbleibende Rtickstand wurde mit Toluen versetzt, danach wurde das 
Lfisungsmittel im Vakuum wieder entf^t Dieser Vorgang wurde nochmals 
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Aviederholt Der verbleibende RUckstand wurde direkt fiir den nSchsten 
Reaktioiisschritt verwendet 

Ausbeute: 0,9 g (1,44 mmol) FeststoflF, HPLC: 39,75 % B 

Ca. 50 mg des Rohproduktes wurden mit praparativer reveised-phase HPLC 
5 gereinigt und lyophilisiert. 

MS: berechnet 561,2 (monoisotopic), gefimden 562,9 [M+H]* 

4g) 3KCOOH)-Beiizylsulfonyl-dSer(tBu)-Gly-4-Aimdin x TFA 

750 mg (1,2 mmol) 3-(COOMe)-Benzylsulfonyl-dSer(tBu)-Gly-4-Amidi- 
10 nobenzylamid x Acetat wurden in 20 ml Methanol imd 10 ml Wasser gelost und 
mit 4 ml 1 N LiOH versetzt. Der Ansatz wurde tlber Nacht gerOhrt, nach ca. 15 h 
mit 5 % KHSO4 neutralisiert (pH 6-7) und das Losungsmittel im Vakuum 
entfemt Das Rohprodukt wurde mittels prSparadver reversed-phase HPLC 
gereinigt und lyophilisiert. 

15 HPLC: 34, 1 6 % B (weiBer Feststoff) 

4h) 3<COOH)-BenzylsulfonylKiSer-Gly-4-Aniidinobenzylamid 

100 mg (0,151 mmol) 3-(COOH)-Benzylsulfonyl-dSer(tBu)-Gly-4-Amidi- 
nobenzylamid wurden mit 0,5 ml Wasser und 4,5 ml Trifluoressigsaure versetzt. 
20 D^ Ansatz wurde 60 min bei Raumtemperatur belassen imd danach das 
Losungsmittel in^ Vakuum eingeengt. Der Rttckstand wurde in Wasser gel6st und 
lyophilisiert. 

Ausbeute: 91 mg (weiBer Feststofif) HPLC: 23,47 % B 
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Beispiel 5: BenzylsulfonylMlSer-Ser-^Aiiiidinobeiizylaiiiid x TFA 



NH 




H 



O 
OH 



H 




O 



X TFA 



5a) Boc-Ser(Bzl)-4-Acetyloxainidinobenzylaniid 

5 4,847 g (16,41 mmol) Boc-Ser(Bzl)-OH wurden in 50 ml THF gelSst und bei -15 
«>C mit 1,805 ml (16,41 mmol) NMM und 2,133 ml CKBIE versetzt Der Ansatz 
wuide 10 min bei -15 "C gerOhrt, dami wurden 4 g (16,41 mmol) 4- 
(Acetyloxamidino)Benzylamin x HCl (hergestellt wie in WO 01/96286 A2 
beschrieben) und nochmals 1,805 ml (16,41 mmol) NMM hinzugefttgt Der 

10 Ansatz wurde eine weitere Stunde bei -1 5 °C und tlber Nacht bei Raumtemperatur 
geriihrt. Das LSsungsmittel wurde im Vakuum entfemt, der Ansatz in Essigester 
aufgenommen und jeweils 3 x mit 5 % KHSO4, NaCl-gesattigtem Wasser. 
gesattigter NaHCOa-Losung und nochmals mit NaCl-gesattigtem Wasser 
gewaschen und mit Na2S04 getrocknet. Das LSsungsmittel wurde im Vakuum 

15 entfemt und das Pioduktaus Essigester kristallisiert. 

Ausbeute: 5,8 g (11,98 mmol) weiBe Kristalle, HPLC: 50,78 % B 
5b) H-Ser^zl)-4-Acetyloxamidinobenzylamid x HCl 

2 g (4,12 mmol) Boc-Ser(Bzl)-4-Acetyloxamidinobenzylaniid wurden mit 30 ml 1 
20 N HCl in Eisessig versetzt. Nach 45 min Stehen bei Raumtemperatur wurde das 
LSsungsmittel teilweise eingeengt und das Produkt durch Zugabe von 
Diethylether ge^t, abgesaugt und nochmals mit Diethylether gewaschen. Das 
Produkt wurde im Vakuum getrocknet. 

Ausbeute: 1,6 g (3,8 mmol) weiBer Feststoff, HPLC: 28,51 % B 



25 
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5c) Bzls-^er(fflu)-Ser(Bzl)-4-Acetyloxamidinobenzylaimd 

0,75 g (2,376 mmol) Bzls-dSer(tBu)-OH und 1 g (2,376 mmol) H-Ser(Bzl)-4- 
Acetyloxamidinobenzylamid x HCl wurden in 20 ml DMF gel5st und bei 0 *'C mit 
1,236 g (2,376 mmol) PyBop und 1,033 ml (5,94 mmol) DIEA versetzt Der 

5 Ansatz wurde 30 min bei 0 °C und weitere 4 h bei Raumtemperatur gerOhrt Das 
Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfemt, der Ruckstand in Essigester 
aufgenommen und jeweils 3 x mit 5 % KHSO4, NaCl-gesattigtem Wasser, 
gesattigter NaHCOa-Ldsm^ und nochmais mit NaCl-gesSttigton Wasser 
gewaschen und anschlieBend mit Na2S04 getrocknet Das Ldsungsmittel wurde 

10 im Vakuum entfemt Es verblieb ein 5liges Rohprodukt, das direkt fOr den 
nachsten Syntheseschritt eingesetzt wurde. 

Ausbeute: 1,15 g (1,69 nmiol) Ol, HPLC: 60,48 % B 

5d) Bzls-dSer(tBu)-Ser(Bzl)-4-Amidinobenzylamid x Acetat 
15 1 g (1,467 mmol) Bzls-dSer(tBu)-Ser(Bzl)-4-Acetyloxamidinobenzylamid wurden 
in 50 ml 90 % Essigsaure gelOst, dazu wurden 150 n^ Katalysator (10 % Pd/C) 
gegeben. Der Ansatz wuide 6 h bei Raumtemperatur und Normaldruck mit 
Wasserstoff hydriert AnschlieBend wurde der Katalysator abfiltriert, das 
LSsungsmittel im Vakuum eingeaigt und mit Toluol versetzL Das LOsungsmittel 
20 wurde im Vakuum entfemt, der Vorgang wurde noch 2 x wiederholt Der 
veibleibende Rtlckstand wurde im Vakuum getrocknet und ohne weitOie 
Reinigung fOr den nachsten Syntheseschritt dngesetzt 

Ausbeute: 0,9 g (1,316 mmol) Ol, HPLC: 49,91 % B. 

25 5e) Bzls-dSer-Ser-4-Amidinobenzylamid x TFA 

0,2 g Rohprodukt an Bzls-dSer(tBu)-Ser(Bzl)-4-Amidmobenzylamid x Acetat 
wurden unter EiskOhlung mit 5 ml TFA vearsetzt Nach 10 min wurden 500 \il 
Trifluormethansulfonsture hinzugef&gt Nach weiteren 5 min wurde das Eisbad 
entfemt und der Ansatz 20 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Das Produkt 
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wurde durch Zugabe von Diethylether ge^t und abzentrifugiert Das Pi9zipitat 
ivuide nochmals mit Diethylether versetzt, aufgeschittteit und nodunals 
zentrifiigiert Das PrSzipitat wurde mit praparativer reversed-phase HPLC 
gereinigt 

5 Ausbeute: 75 mg, HPLC: 24,64 % B 

MS: berechnet 477,17 (monoisotopic), gefiinden 478,6 [M+H]"*" 

Beispiel 6: 4-(AininomefhyOBeii2ylsulfonyl-dSer-Gly-4-Anddhiobenzylan^ 



6a) 4-Cyano--Benzylsulfonsaure Natrium-Salz 

30 g (153 mmol) 4-Cyanobenzylbroraid (Aldrich) wurden in 150 ml Wasser 
15 suspendiert und nach Zugabe von 21,2 g (168,3 mmol) Na2S03 8 h unter 
RlickfluB gekocht Der Ansatz wurde heiB filtriert und das Wasser im Vakuum 
etwas eingeengt. D^ Ansatz wurde zur Kristallisation aber Nacht im Klihlschrank 
aufbewafart, danach wurden die Kristalle abgesaugt und nochmals aus Wasser 
umkristallisiert Die Kristalle wurden abgesaugt und im Vakuum getrocknet. 

20 Ausbeute: 17,1 g (78 mmol), HPLC: 18,24 % B 
6b) 4-Cyano-Benzylsulfonylchlorid 

5 g (22,83 mmol) 4-Cyano-Benzylsulfonsaure Natrium-Salz wurden mit ca. 20 ml 
Phosphorylchlorid angefeuchtet und nut 5,2 g (25,11 mmol) PCls versetzt und 15 
25 min unter EiskOhlung gerObrt. AnschlieBend wurde der Ansatz 4 h auf 80 ^C 



x2TFA 



10 




2x F3C-COOH 
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erwSnnt Danach wurde der Ansatz auf Eis gegossen imd 30 min kr9ftig gerOhrt, 
das Produkt schied sich als weiBer Feststoff auf dem Eis ab. Nachdem das Eis 
teilweise aufgetaut war, wurde der Ansatz durch dne Fritte filtriert und das 
veibleibende Produkt-Eis-Gemisch xnehrmals mit Wasser gewaschexL Die 
verbleibenden Kristalle wuiden im Vakuum getrockaet und direkt ftir den 
nachsten Syntheseschritt verwendet. 

Ausbeute: 3,4 g (15,76 nunol) 



6c) 4-Cyano-Brazylsulfonyl-dSer(tBu)-OH 

10 1 g (6,2 nunol) H-dSer(tBu)-OH (Bachem) wurdea in SO nd trockenem DCM 
snspendiert, mit 1,65 ml (13 mmol) Trimethylsilylchlorid imd 2,26 ml (13 mmol) 
DIEA versetzt. Der Ansatz wurde 1 h unter RUckflufi gekocht und im Eisbad 
abgekOhlL AnschlieBend wurden 1,47 g (6,82 mmol) 4-Cyano- 
Benzylsulfonylchlorid und 1,19 ml (6,82 namol) DIEA innCThalb von 30 min 

15 zugesetzt. Der Ansatz wurde weitere 15 min unter Eiskiihiung xmd danach fOr 
weitere 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum 
entfemt, der Rtickstand in Wasser (mit 1 N NaOH auf pH 8,5-9 gebracht) gelost 
xmd 2 X mit Ether extrahiert, AnschlieBend wurde die wassrige Phase mit 5 % 
KHS04-L6sung angesauert und 3 x mit Essigester extrahiert Die vereinte 

20 Essigesterphase wurde jeweils 3 x mit 5 % KHS04-L6sung und NaCl-gesattigter 
Losung gewaschen und mit Na2S04 getrocknet Das Ldsungsmittel wurde im 
Vakuum entfemt. 

Ausbeute: 1,4 g (4,1 1 mmol Feststoff), HPLC: 48,89 % B 

25 6d) 4-Cyano-Benzylsulfonyl-dSer(tBu)-Gly-4-Acetyloxamidinobe^ 

1 g (2,94 mmol) 4-Cyano-Benzylsulfonyl-dSer(tBu)-OH und 0,884 g (2,94 mmol) 
H-Gly-4-Acetyloxamidinobenzylamid x HCl (siehe Beispiel Id) wurden unter 
Ruhren und Eiskiihiung in 15 ml DMF gelost und mit 1,53 g (2,94 mmol) PyBop 
sowie 1,38 ml (7,94 mmol) DIEA versetzt. Nach 30 min wurde das Eisbad 
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entfemt und Ansatz weitere 4 h bei Raumtonperatur gerOhrt. Das DMF wurde 
im Vakuum eingeengt, der veifoleibende Ruckstand in Essigester gelost und 
jewdls 3 X mit 5 % KHSO4, NaCl-gesatdgtem Wasser, gesSttigter NaHCOa- 
Losung imd nochmals mit NaCl-gesattigtem Wasser gewaschen imd mit Na2S04 
S getrocknet Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfemt. Das Rohprodukt 
wurde ohne weitere Reinigung fOi den nSchsten Syntheseschritt verwendet 

Ausbeute: 1,4 g (2,386 mmol) Ol, HPLC: 46,05 % B 

6e) 4-Cyano-Benzylsulfonyl-dSer(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylainid x Acetat 

10 1 g (1,7 mmol) 4-Cyano-Benzylsiilfonyl-dSer(tBu)-Gly-4-Acetyloxamidino- 
benzylandd wurden in 70 ml 90 % EssigsSure geldst, mit 150 mg Katalysator (10 
% Fd auf Aktivkohle) versetzt und 5 h mit Wasserstoff hydri^t. Der Katalysator 
wurde abfiltriert und das LSsimgsmittel eingeengt. Der verbleibende RQckstand 
wurde mit Toluen versetzt, anscbliefiend Avurde das L5sungsmittel im Vakuum 

15 entfemt. Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt Der verbleibende 
Ruckstand wurde direkt fur den nachsten Reaktionsschritt verwendet. 

Ausbeute: 0,85 g (1,44 mmol als Acetat-Salz) Feststoff HPLC: 37,55 % B 

Ca. 60 mg dieses Rohproduktes wurden mit praparativer HPLC gereinigt. 

MS: berechnet 528,2 (monoisotopic), gefunden 530,1 [M+H]^ 

20 

6f) 4-Aininomethyl-Benzylsulfonyl-dSer(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylaimd x 2 
TFA 

200 mg Rohprodukt an 4-Cyano-Ben2ylsulfonyl-dSer(tBu)-Gly-4-Amidi- 
nobenzylamid x Acetat wurden in 50 ml 90 % EssigsSure und 5 ml 1 N HCl 
25 geldst, mit 40 mg Katalysator (10 % Pd auf Aktivkohle) versetzt imd tiber Nacht 
bei 40 ®C mit Wasserstoff hydriert. Der Katalysator wurde abfiltriert und das 
Lasungsmittel im Vakuum eingeengt Der verbleibende Rlickstand wurde mit 
praparativer reversed phase HPLC gereinigt. 
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Ausbeute: 75 mg (als 2 x TFA-Salz) FeststoflFHPLC: 26,05 % B 
MS: beiechnet 532,25 (monoisotopic), gefimden 533,7 [M+H]^ 



10 



6g) 4-Aininomethyl-BenzylsulfonylKiSer-Gly-^ x 2 TFA 

25 mg (0,033 mmol) 4-Aininomethyl-Benzylsxilfonyl-dSer(tBu)-Gl^^ 
nobenzylamid x 2 TFA wurdea mit ml Wasser und 1,8 ml TFA versetzt. Der 
Ansatz wurde 60 min bei Raumtemperatur belassen und das Losungsmittel im 
Vaktnim eingeengt Der Ruckstand wurde mit ca. 10 ml Wasser versetzt und 
lyophilisierL 

Ausbeute: 20 mg (schwach gelblicher Feststoff) HPLC: 15,4 % B 
MS: berechnet 476,18 (monoisotopic), gefimden 477,5 [M+H]^ 



Tabelle 2: Hemmkonstanten (Ki in fiM) und Halbwertszeiten (t/, in h) der 
iBlimination (B-Phase) in Ratten nach intravenoser Gabe von 1 mg/kg fur 
15 Inhibitoren der allgemeinen Struktur. Die Bestimmung der Konstanten 
Hemmkonstanten (K^ und t^) erfolgte ftir uPA wie in StQrzebecher et al., (1997) J 
Med Chem Vol. 40, 3091-3099 beschrieben und fiir Plasmin, Trypsin und 
Thrombin analog hierzu. 



r1 



20 *n.b, = nicbt bestimmt 




H 




R 


X 


Rl 




t54(h) 


uPA 


Plas- 
min 


Tryp- 
sin 


Throm- 
bin 


H 


CH 


H 


0,036 


11 


0,15 


13 


0,29 


3-COOMe 


CH 


H 


0.12 


28 


0,29 


42 


n.b. 


3-COOH 


CH 


H 


0.16 


59 


0,72 


150 


1,3 


4-COOMe 


CH 


H 


0,62 


17 


0,18 


9,4 


nb. 


4-COOH 


CH 


H 


0,15 


35 


0,48 


170 


2,0 


2-COOMe 


CH 


H 


0,083 


38 


0,40 


4,0 


n.b. 
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TT 


0,37 


220 


2,4 


56 


ILb. 






PTTo 


0 038 


3 0 


0,013 


2,3 


0,66 




PH 


PTTa 


0 030 


47 


0,021 


8,3 


0,42 




PTT 


PTT 
V^xx 


0 089 


27 


0,34 


8,5 


n.b. 




PTT 


TT 

XX 


0 12 

V/y x^ 


7 4 


0,28 


8,0 


ILb. 


±1 


PTT 


PTT^-OTT 


0 025 


0 75 


0,022 


14 


0,50 


XT 


PTT 




0 028 


0 27 


0 0068 


0,48 


n.b. 


TT 

±1 


PTT 


PTT« TSJTT^ 
v^xx2 xNjn2 




0 81 


0 021 


0 78 


0 40 


XT 
£1 


PTT 


PTTrnTTtPTT^ 


0 11 

V/, X X 


1 4 


0 03 


40 


n.b. 


XT 


PTT 


PTTmTl -zAPTT, 
l-^xx^V-/x3Zx y 


v/yUUX 


1 1 


0 oil 

\/,v; X X 


0 10 
\/, x\/ 


ILb 

Xi« V. 




PTT 


PTT^ OTT 
V-/xl2"v>'XJL 




4 2 


0 058 


200 


0 43 


4-COOH 


CH 


CH2-OH 




6.2 


0,10 


120 


0,43 


4-COOMe 


CH 


CH2-OH 


0,23 


0,96 


0,020 


4.2 


n.b. 


4-Cl 


CH 


H 


0,032 


32 


0,35 


7,9 


n.b. 


4-Me 


CH 


H 


0,058 


18 


0,21 


8,0 


n.b. 


4-F 


CH 


H 


0,031 


20 


0,11 


7,9 


n.b. 


3,4-Di-Cl 


CH 


H 


0,11 


32 


0,60 


8,3 


n.b. 


H 


N 


H 


0.10 


37 


0,41 


1.6 


n.b. 



Beispiel 7: BenzyIsulfonyl-dSer-Ly5-4-Amidmobe]izylan^ x 2 TFA 




7a) Boc-Lys(Tfa)-4-Acetyloxainidinobenzylaimd 

5 g (14,61 mmol) Boc-Lys(Tfa)-OH wurden in 100 ml THF gelost und bei -15 ^C 
mit 1,767 ml (16,10 imnol) NMM und 1,899 ml (14,61 mmol) CKIBE versetzt. 
10 Der Ansatz wurde 10 min bei -IS'^C gerflhrt, dam wurden 3,74 g (15,33 mmol) 
4-(Acetyloxamidino)Benzylamin x HCl (hergestellt wie in WO 01/96286 A2 
beschriebm) und nochmals 1,767 ml (16,10 mmol) NMM hinzugefiigt Der 
Ansatz wurde cine weitere Stunde bei -15 ®C und tiber Nacht bei Raumtemperator 
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geriihrt Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfemt, der Ansatz in Essigester 
aufgenommen imd jeweils 3x mit 5% KHSO4, NaCl-gesSttigtan Wasser, 
gesattigter NaHCOa-Losung und nochmals mit NaCl-gesattigtem Wasser 
gewaschen und mit Na2S04 getrocknet Das LSsungsmittel wurde im Vakuum 
5 entfemt und das Produktaus Essigester kristalKsiert 

Ausbeute: 6,82 g (12,83 mmol) weiBe BMstaUe, HPLC: 43,87 % B 



7b) H-Lys(Tfa)-4-Acetyloxamidinobenzylamid x HCl 

5 g (9,41 mmol) Boc-Lys(Tfa)-4-Acetyloxamidinobenzylamid wuiden in wenig 
10 Eisessig angelOst und ansciiUessend mit 100 ml 1 N HCl in Eisessig versetzt 
Nach 45 min Stehen bd Raumtemperatur wurde das LSsungsmittel teilweise 
eingeengt und das Produkt durch Zugabe von Diethylether geJSllt, abgesaugt und 
nochmals mit Diethylether gewaschen. Das Produkt wurde im Vakuum 
getrocknet. 

15 Ausbeute: 4,65 g (10,78 mmol) weiBer Feststoff, HPLC: 25,52 % B 



7c)Bzls-dSer(tBu)-Lys(Tfe)-4-Acetyloxamidinobenzylamid 

1,93 g (6,107 mmol) Bzls-dSer(tBu)-OH und 3g (6,412 mmol) H-Lys(Tfa)- 
4-Acetyloxamidinobenzylamid x HCl wurdai in 30 ml Acetonitril gelSst und bei 

20 0 "C mit 3,337 g (6,412 mmol) PyBop und 3,187 ml (18,32 mmol) DIEA versetzt. 
Der Ansatz wurde 30 min bei 0 "C und weitere 4 h bei Raumtemperatur gerOhrt. 
Das LSsungsmittel wurde im Vakuum entfemt, der RUckstand in Essigester 
aufgenommen und jeweils 3x mit 5% KHSO4, NaCl-gesattigtem Wasser, 
gesattigter NaHCOa-LSsung und nochmals mit NaCl-gesattigtem Wasser 

25 gewaschen und anschUeBend mit Na2S04 getrocknet. Das Losungsmittel wurde 
im Vakuum entfemt. Es verbUeb ein leicht gelbes, amorphes Rohprodukt, das 
ohne weitere Reinigung direkt filr den nfichsten Syntheseschritt eingesetzt wurde. 

Ausbeute: 5,88 g (Rohprodukt), HPLC: 52,93 % B 
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7d) Bzls-4Ser(tBu)-Lys(TfiL)-4-Ainidmobenzylamid x Acetat 

5,88 g (Rohprodukt) Bzls-<iSer(tBu)-Lys(Tfa)-4-(Acetyloxaimdino) BenTylamid 
wurden in 150 ml 90 % Essigsaure gelost, dazu wurden 500 mg Katalysator (10 % 
Pd/C) gegeben. Der Ansatz wurde 6 h bei Raumtemperatur und Normaldruck mit 
5 Wasserstofif hydriert. AnschlieBend wurde der Katalysator abfiltriert, das 
Losungsmittel teilweise eingeengt und das Produkt durch Zugabe von 
Diethylether gef^t, abgesaiigt und nochmals mit Diethyleiher gewaschen. Der 
weisse, kristalline Niederschlag wurde im Vakuum getrocknet. 



7e) Bzls-<iSer-Lys-4-Aniidinobenzylandd x 2 TFA 

0,2 g Rohprodukt an Bzls-dSer(tBu)-Lys(Tfa)-4-Amidinobenzylaxnid x Acetat 
wurden imter Eiskiihlung mit 5 ml IM wassriger Piperidinlosung versetzt und 3 h 
geriihrt. Anschliessend wurden 45 ml TFA zugegeben. Nach 1 h Riihren bei 
15 Raiimtemperatur wurde das L5sungsmittel im Vakuum eingeengt, mit Toluol 
versetzt und das LOsungsmittel emeut im Vakuum entfemt Dieser Vorgang 
wurde nocb 2x wiederholt. Der verbleibende Rttckstand wurde im Vakuum 
getrocknet und ohne weitere Reinigung mit pr&parativer reversed-phase HPLC 
gereinigt. 

20 Ausbeute: 65 mg, HPLC: 21,19 % B 

MS: berechnet 574,26 (monoisotopic), gefunden 574,3 [M+H]"*" 



Ausbeute: 4,36 g (5,962 mmol), HPLC: 43,50 % B. 
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Beispiel 8: BeiizylsiilfonylHlSer-Arg-4-Amidinobenzylaim x 2 TFA 



Cut.. 





NH 



2XF3C-COOH 



NH 



NH2 



5 8a) Boc-Arg(Boc)2-4-Acetyloxamidinobenzylaniid 

0,5 g (1,05 mmol) Boc-Arg(Boc)2-OH wurdCTi in 25 ml THF gelost und bei 
-15 mit 122 ^1 (1,11 mmol) NMM und 137 \i\ (1,05 mmol) CKIBE versetzt. 
Der Ansatz wuide 10 min bei -15 gerilhrt, dam wurden 0,274 g (1,11 imnol) 
4-(Acetyloxamidino)Benzylamin x HCl (hergestellt wie in WO 01/96286 A2 

10 beschrieben) und nochmals 122 ^1 (1,11 mmol) NMM hinzugeftigt Der Ansatz 
wurde eine wdtere Stunde bei -15 "^C und ttber Nacht bei Raumtemperatur 
gerdhrt Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfemt, der Ansatz in Essigester 
aufgenommen und jeweils 3x mit 5% KHSO4, NaCl-gesattigtem Wasser, 
gesattigter NaHCOs-Losung und nochmals mit NaCl-gesattigtem Wasser 

15 gewaschen und mit Na2S04 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuvun 
entfemt, wobei das Produkt als weisse, amorphe Substanz anfiel. 

Ausbeute: 0,654 g (0,985 mmol), HPLC: 48,89 % B 

8b) H-Arg-4-Acetyloxamidinobenzylamid x HCl 

20 0,65 g (0,979 mmol) Boc-Arg(Boc)2-4-Acetyloxamidinobenzylamid wurdrai in 
WCTig Eisessig angelost und anschliessend mit 100 ml IN HCl in Eisessig 
versetzt. Nach 45 min Stehen bei Raumtemperatur wurde das LSsungsmittel 
teilweise eingeengt und das Produkt durch Zugabe von Diethylether gefillt, 
abgesaugt und nochmals mit Diethylether gewaschen. Das Produkt wurde im 

25 Vakuum getrocknet. 
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Ausbeute: 0,459 g (0,971 mmol) weiBer Feststof^ HPLC: 17,01 % B 



8c) Bzls-dSer(tBu)-Arg-4-(Acetyloxamidino)Benzylanud 

0,2 g (0,634 mmol) Bzls-dSer(tBu)-OH mid 0,3 g (0,634 mmol) H-Arg-4- 
5 Acetyloxamidinobenzylamid x HCl wurden in 30 ml DMF gelSst und bei 0 "^C mit 
0,33 g (0,634 mmol) PyBop und 331 iil (1,902 mmol) DIEA versetzt Der Ansatz 
wurde 30min bei 0 °C und weitere 4h bei Raumtemperatur geriihrL Das 
Losxmgsmittel wurde im Vakuum entfemt, der Ruckstand in Essigester 
aufgenommen imd Jewells 2 x mit 5 % KHSO4, mit NaCl-gesattigtem Wasser 
10 gewaschen imd anschlieBend mit Na2S04 getrocknet. Das Losungsmittel wurde 
im Vakuum entfemt. Es verblieb ein leicht gelbes Ol, das direkt fiir den nSchsten 
Syntheseschritt eingesetzt wurde. 

Ausbeute: 0,724 g (Ol), HPLC: 38,88 % B 



1 5 8d) Bzls-dSer(tBu)-Arg-4-Amidinobenzylamid x 2 Acetat 

0,724 g (Rohprodukt) Bzls-dSer(tBu)-Arg-4- Acetyloxamidinobenzylamid wurden 
in 30 ml 90 % Essigsaure gelost, dazu wurden 100 mg ICatalysator (10 % Pd/C) 
gegeben. Der Ansatz wurde 6h bei Raimitemperatur und Normaldruck mit 
Wasserstoff hydriert AnschlieBend wurde der Katalysator abfiltriert, das 
20 LSsungsmittel teilweise eingeengt imd das Produkt durch Zugabe von 
Diethylether gefallt, abgesaugt und nochmals mit Diethylether gewaschen. Der 
weisse, kristalline Niederschlag wurde im Vakuum getrocknet 

Ausbeute: 0,367 g (0,508 mmol), HPLC: 31,66 % B. 



25 8e) Bzls-dSer--Arg-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA 

140 mg (0,194 mmol) Benzylsulfonyl-dSer(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylamid 
x 2 AcOH wurden mit 5 ml 90 % TFA versetzt. Der Ansatz wurde 60 min bei 
Raumtemperatur belassen, anschliessend das Losungsmittel teilweise eingeengt 
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und das Produkt durch Zugabe von DieOiylefher geSUt, abgesaugt und aochmals 
mit Diethylether gewaschen. Der weisse, kristalline l^ederschlag wurde im 
Vakuum getrocknet und mit praparadver reversed-phase HPLC gereinigt 

Ausbeute: 74 mg (0,055 mmol) HPLC: 22,15 % B 

5 MS: berechnet 546,65 (monoisotopic), gefunden 547,34 [M+H]'*' 
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Tabelle 3: Henmikonstanten (K4 in ^M) und Halbwertszeiten (ty, in h) der 
Elimination (B-Phase) in Ratten nach intravendser Gabe von 1 mg/kg fur 
Inhibitors der allgraaeinCTL Struktur. Die Bestimmung der Konstanten 
Hemmkonstanten (K, und tvO erfolgte fiir uPA wie in SttSrzebecher et al., 
(1997) Vol. 40, 3091-3099 beschrieben und fOr Plasmin, Trypsin und 
Thrombin analog hierzu. 



^OH 

02 r 

H n 




X 


Ki(nM) 


t!4(h) 


uPA 


Plasmin 


Trypsin 


Thrombin 


Lys 


0,024 


0,36 


0,0068 


4,3 


0,7 


Are 


0,0089 


0.2 


0,007 


4.7 


0.6 



15 
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Beispiel 9: Benzylsulfonyl-dSer-Lys(CO-O-PEG500()-OMeH- 
Amidinobenzylamid x Acetat 




OMe 

5 

224 mg (0,3 mmol) Benzylsiilfonyl-dSer-Lys-4-Amidinobenzylaim x 2 TFA 
wuiden in 20 ml DMF geldst und bei Raumtempeiatur mit 1 g (0^ mmol) 
Melhoxypolyethylenglykol-p-NitrophenylcaAo^ (Molekulargewicht 5000 Da, 
Sigma) und 52 ^il (0,3 mmol) DIEA versetzL Nach 1 h wurden nochmals 20 \xl 

10 DIEA hinzugegeben. Nach 4 h wurde das DMF im Vakuum entfemt, der 
RClckstand in wenig Methanol gelSst mid mit einem grofien Volumen an 
Isopropanol versetzt und im Eis aufbewahrt. Das ausgefallene Produkt wurde 
abgesaugt und auf der Fritte mit reichlich Isopropanol und anschliefiend noch mit 
Diethylether gewaschen. Das Rohprodukt (ca. 1 g) wurde im Vakuxun getrocknet 

15 und mit einem lonenaustauscher gereinigt. Dazu wurde das Rohprodukt in Wasser 
gelSst und axif eine Saule (5 cm x 20 cm, Fractogel EMD COO-, equilibriert mit 
Wasser) aufgetragen. Zuerst wurde die Saule mit 1000 ml Wasser gewaschen imd 
danach das Produkt mit 2 mM Ammoniumacetat-Losung eluiert Die Produkt- 
enthaltend^ Fraktionen CHPLC-Kontrolle, Elution bei 44,96 % B) wurden vereint 

20 und das Wasser teilweise eingeengt. Das Produkt wurde insgesamt 3 x aus Wasser 
lyophilisiert. 
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Ausbeute: 590 mg, HPLC: 44,96 % B 





t!4 0l) 


uPA 


Plasmin 


Trypsin 


Thrombin 


0.095 


0.73 


0,034 


1.7 


1.2 



Beispiel 10: Bzls-dSer-Lys(CO-CH2-0-CH2-CO-NH-CH2-CH2- 
5 Hexaethylen-gIycolrCT2-CB[2-NH2>-4-Amidmobeiizylamid x 2 

TFA 




0,392 g (ca. 0,478 mmol) Rolq>rodvikt an Bzls-dSer-Lys-4-bAmidinobenzylaimd x 
10 2 TFMSA und 280 mg (0,478 mmol) 0-(N-Boc-2-Aminoethyl)-0'-(N- 
Diglycolyl)-2-Aminoethyl>Hexaethylenglycol (Novabiochem) wurden in 15 ml 
DMF gel5st Unter EiskOhlung wurden 0,249 g (0,478 mmol) PyBop und 250 jil 
(1,434 mmol) DIEA hinzugegeben. Der Ansatz wurde 15 min unter KskUhlung 
und weitere 4 h bei Raumtemperator gerOhrL Danach wurde das Ldsungsmittel im 
15 Vakuum eingeengt und der RGckstand mit 2 ml Wasser und 18 ml TFA versetzt 
Der Ansatz wurde 1 h bei Raumtemperatur gerOhrt und danach das Lasungsmittel 
im Vakuum entferat Der RQckstand wurde mit Toluen versetzt und das 
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Losungsmittel wieder im Vakmim entfemt Dieser Vorgang wurde nochmals 
wiederholt Der RQckstand wurde in wenig Mesthanol angelOst und das Produkt 
durdi Zugabe von Diethylether gefillt, abgesaugt und mit prapaiativa: HPLC 
gereinigt 

Ausbeute: 245 mg, HPLC: 26,87 % B 

MS: berechnet 984,48 (monoisotopic), gefimden 985,6 [M+H]+ 



Ki(nM) 




uPA 


Plasmin 


Trypsin 


I'hrombin 


0.042 


0,53 


0.0047 


1.4 


0,88 



10 

Beispiel 11: BenzylsulfonyI-dDap-Gly-4-Aiiiba 

Die Verbindung wird irnter Anwendung der dem Fachmann bekannten 
Standaidmeflioden synthetisiert Die Hennnkonstanten sind wie folgt: 







uPA 


Plasmin 


Trypsin 


i'hrombin 


0.18 


9.6 


0.18 


10 


iLb. 



15 

Beispiel 12: Benzylsulfonyl-dSer-His-4-Aiiiba 

Die Verbindung wird unter Anwendung der dem Fachmann bekannten 
Standardmethoden synthetisiert. Die Hemmkonstanten sind wie folgt: 





t/,(h) 


uPA 


Plasmin 


Trypsin 


Thrombin 


0,11 


0.40 


0.025 


8,5 


n.b. 
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Beispiel 13: 40B[OOC-CH2)BeiuyIsiilfonyl-dSer-Gty-4-Aiiiba 

Die Verbindung wild unter Anwradung der dem Fachmann bekannten 
Standardmethoden synthetisiert Die Hemmkonstanten sind wie fol^: 



Ki(nM) 


ti4(h) 


uPA 


Plasmin 


Trypsin 


Thrombin 


0,13 


27 


0.3 


60 


n.b. 



5 

Beispiel 14: Hemmimg der Metastasienmg im Tlermodell 

DerEinfluB des Inhibitors Benzylsiilfonyl-dSer-Ser-4-Ainidinobenzylanu 
Metastasienmg wurde an weiblichen Mausea (Stamin CDl nu/nu, ca, 25 g 
Koipergewicht, Charles River, Sulzfeld) untersucht. Den Mavisen wurden 106 

10 Z^ellen einer lacZ-markierten menschlichen Fibrosarkom-Zelllinie (HT1080 AN 
PKZ12 K15-1, gelSst in 200 ^1 PBS) i.v, appliziert (KrOger et al.. Cancer 
Metastasis Rev. 1998-99, 17, 285-294 und Krttger et al.. Oncogene 1998, 16, 
2419-2423). Die Mause der behandelten Gruppe (n = 17) erhielten ab dem Tag -1 
(ein Tag vor der Tumorzell-Inokulation) bis zum 21. Tag danach (insgesamt 23 

15 Tage) taglich 2 i.p.-Gaben (je 1,5 mg/kg) des Inhibitors. Die Mause der 
KontroUgruppe (n = 10) eifaielten entsprechend 200 ]il Pyrogen-freies Wasser mit 
5 % (v/v) Ethanol. Am Tag 22 wurden die Mause getOtet, die Lungen wurden in 2 
% Formalin und 0,2 % Glutaraldehyd fixiert, danach wurden die Lungm mit X- 
Gal (5-Br-4-Cl-3-Indolyl-B-D-Galaktosid) angefSrbt und die Anzahl der 

20 Lungenmetastasen bestimmt. 

Ergebnis: Die Anzahl der Lungenmetastasen in der mit dem Inhibitor 
Benzylsulfonyl-dSer-Ser-4-Amidinobenzylamid behandelten Gnq>pe wurde im 
Vergleich zur KontroUgruppe (100 %) auf 4,6 % reduziert. 



47 



wo 03/076391 



PCT/EP03/02489 



Verwendete Abkurzungai: 



Ac Acetyl 

Boc tert-Butyloxycarbonyl 

Bzl Benzyl 

5 Bzls Benzylsulfonyl 

CKIBE Chlorkohlensaureisobutylester 

Dab a,y-Diaininobuttersaure 

Dap a,P-Diaimiiopropionsaiire 

DIEA Diisopropylethylamin 

10 DMF NJM-Dimefliylformamid 

dSer D-SCTin 

iBu iso-butyl 

i.V. im Vakuum 
n.b. nichtbestiimnt 
15 NMM N-Methylmorpholin 

PyBOP Benzotriazol-l-yl-N-oxy-tris(pyiToUdino)phosphomu^ 
pbosphat 

TEA Triethylamin 
TFA Trifluoressigsaure 
20 Tfa Trifluoracetyl 

TFMSA Trifluormethansulfonsaure 
THF Tetrahydrofiiran 
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Patentanspruche 



L Veibindimgder allgemeinenFormell 

A Y U ® 
H 



wobei 

10 A P2 — Pi mit 



15 



R 



2 



und 



P2= 64 



20 ist; 

Ri H Oder -(CH2)aCOOIU mit a - 0, 1, 2, 3, 4 oder 5, vorzugsweise mit a 
= 0, 1 Oder 2, ist, wobei R6 ein verzweigter oder unverzweigter Alkyl- 
rest mit vorzugsweise 1 bis 6 C-Atomen, insbesondere 1 bis 3 C- 
25 Atomen, vor allem Ethyl, ist; 

R2 ein H, ein verzweigter oder uaverzweigter Alkykest mit 1 bis 8 C- 
Atomen vorzugsweise mit 1 bis 3 C-Atomen, oder 
-(CH2)cCOOR8 mit 0 = 1, 2, 3 oder 4, wobei Rs H oder ein ver- 
30 zweigter oder unverzweigter Alkylrest mit vorzugsweise 1 bis 6 C- 

Atomen, insbesondere 1 bis 3 C-Atomen, vor allem Ethyl, ist oder 
-(CH2)d-OR9 mit d = 1, 2, 3 oder 4, wobei R9 H ist, oder 
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-(CH2)eRio, -(CH2)cORio, -(CH2)eSRio, -(CH2)e-Gxiamdino, 
-(CH2)c-Imidazol oder -(CH2)eNHRio mit e = 1, 2, 3, 4 oder 5 ist, 
wobei Rio H, dn verzweigter oder unvexzweigter Alkylrest mit 1-16, 
insbesondere 1-8, vor allem 1-3 C-AtoxnCT oder ein substitui^CT oder 

5 unsubstituierter Aryl-, Heteroaryl-, Aralkyl- oder Heteroaralkylrest ist, 

wobei der Alkybrest vorzugsweise 1 bis 16, insbesondere 1 bis 8, vor 
allem 1 bis 3 C-Atome, imd der Aryl- oder Heteroarykest 
vorzugsweise 4 bis 14, insbesondere 6 bis 10, vor allem 6 C-Atome 
und vorzugsweise 1 bis 3 N als Heteroatom besitzt, oder 

10 -(CH2)kO-CO-ORi6 mit k == 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8 ist, wobei Ri6 ein 

verzweigtes oder unverzweigtes Alkyl mit 1-16, vorzugsweise 1-8, 
insbesondere 1-4, vor allem 1-2 C-Atomen, ein substituierter oder un- 
substituierter Aryl-, Heteroaryl-, Aralkyl- oder Heteroaralkylrest, ein 
Adamantyl-, ein Campher-, ein Cyclohexylmethylrest, vorzugsweise 

15 Benzyl, ist; 



R3 H Oder -(CH2)bR7 mit b = 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8, vorzugsweise mit b 
= 2 Oder 3, ist, wobei R7 H, ein verzweigter oder unverzweigter Alkyl- 
rest mit 1 bis 10 C-Atomen, voizugsweise mit 1 bis 3 C-Atomen, oder 

20 ein geladeuCT Rest, vorzugsweise eine -(CH2)jCOORi3, 

-(CH2)jS02Ri3, -(CH2)jNH2, -(CH2)j-Amidino-, -(CHjVHydroxy- 
amidino- oder -(CH2)j-Guanidinogruppe mit j = 0, 1 oder 2 ist, wobei 
Ri3 H oder ein Alkylrest mit vorzugsweise 1 bis 6 C-Atomen, 
insbesondere 1 bis 4, vor allem Ethyl, ist und wobei Pi in der Struktur 

25 A in der L-Konfiguration vorliegt; 



R4 ein verzweigter oder unverzweigter Alkylrest mit 1 bis 8, vorzugs- 
weise 1 bis 3, C-Atomen, -(CH2)fORll, -(CH2)^Ru, oder 
-(CH2)^>JHRxi mit f = 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8 ist, wobei Rn H oder 
30 -CO-OR17 ist, wobei Rn ein verzweigtes oder unverzweigtes Alkyl 

mit 1-16, vorzugsweise 1-8, insbesondere 1-4, vor allem 1-2 C- 
Atomen, ein substituiert^ oder unsubstituierter Aryl-, Heteroaryl-, 
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Aralkyl- oder Heteroarallqrlrest, ein Adamantyl-, ein Camphor-, ein 
Cyclohexylmethylrest, voizugsweise Benzyl, ist und wobei P2 in dcr 
Struktur A in der D-Konfiguration vorliegt; 

5 R5 -(CH2)g(CH3)h, -(CH2)i-Aryl mit g + h = i = 0, 1, 2 oder 3, -SO2R12, 

-COR12, Oder -COOR12 ist, wobei R12 ein ver2weigtes oder unver- 
zweigtes Alkyl mit 1-16, voizugsweise 1 bis 8, insbesondere 1 bis 4, 
vor allem 1 bis 2 C-Atomen, ein substituierter oder unsubstitui^er 
Aryl-, Heteroaryl-, Aralkyl- oder Heteroaralkylrest, ein Adamantyl-, 

10 ein Campher-, ein Cyclohexyhnethykest, vorzugsweise Benzyl, ist; 

wobei R5 mit einer geladenen oder ungeladenen Gruppe, vorzugs- 
weise einer -(CH2)jCOORi3, -(CH2)jS02Ri3, -(CH2)jNH2, 
-(CH2)j-Amidino-, -(CH2)j-Hydroxyamidino- oder -(CH2)i-Guamdino- 
Gruppe mit j = 0, 1 oder 2 modifiziert sein kaim, wobei R13 H oder ein 

15 Alkylrest mit vorzugsweise 1 bis 6 C-Atomen, insbesondere Ethyl, ist; 

U ein Phenyl- oder Cyclohexylrest ist od^ 

ein Heterophenyl- oder Heterocyclohexylrest mit vorzugsweise 
mindestens einem N, S oder O als Heteroatom, insbesondere Pyridin, 
20 Piperidin oder Pyrimidin, ist; 

V (CH2)n mit n = 0, 1, 2 oder 3, vorzugsweise 0, ist; 
X N oder CH, vorzugsweise CH, ist; 

Y N oder (CH)m mit m = 0 oder 1, vorzugsweise CH, ist; 

Z in 3- oder 4-Position vorkommt und eine Aminomethyl-, eine 
25 Guanidino- oder eine Amidinogruppe 

NH-R,, 

ist, wobei Ru H, OH, NH2, -COR15 oder -COOR15 ist, wobei R15 ein ver- 
30 zweigter oder unverzweigter Alkylrest mit 1 bis 16, vorzugsweise 1 bis 8, 

insbesondere 1 bis 4, vor allem 1 bis 2 C-Atomen oder ein substituierter 
Oder unsubstituierter Aryl- oder Heteroaryl-, Aralkyl- oder Heteroaralkyl- 
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rest ist, wobd der Alkylrest voizugsweise 1 bis 16, insbesondCTe 1 bis 8, 
vor allem 1 bis 4 und besonders bevorzugt 1 bis 2 C-Atome und der Aryl- 
oder Heteroarykest vorzugsweise 4 bis 14, insbesond^e 6 bis 10, vor 
allem 6 C-Atome imd vorzugsweise 1 bis 3 N als Heteroatom besitzt; 

dadurch gekemizeichnet, dass dn oder mehrere geladene Reste vorzugs- 
weise abgeleitet von -COOH, -CH(COOH)2, -SO2H, NH2, einer Amidino-, 
Hydroxyamidino-, Amidrazono- oder Guanidinograppe in den Resten Ri, 
R2, R3 oder R5 vorhanden sind; 

oder eine Verbindung der allgemeinen Formel I in Form eines Prodrugs 
oder in Form ibres Salzes. 

2. Verbindimg nach Anspruch 1, wobei zusatzlich eine mit einer Amino- 
oder Carboxylgruppe funktionalisierte Oligo- oder Polyalkylenglycolkette, 
insbesondere eine Poly- oder Oligoethylenglycol- od^ Poly- oder 
Oligopropylenglycolkette direkt an eine funktionelle Gruppe von R2 insbe- 
sondere fiber eine -NH- oder eine -CO-Grappe unter Ausbildung einer 
Amidbindung an R2 gekoppelt ist, wobei die Oligo- oder 
Polyalkylenglycolkette zumindest an beiden Enden eine fimklionelle 
Gruppe, insbesondere eine substituierte oder unsubstituierte Amino- 
und/oder Carboxylgruppe aufweist, oder wobei die Oligo- oder 
Polyalkylenglycolkette zumindest an einem Ende eine funktionelle 
Gruppe, insbesondere eine substituierte oder unsubstituierte Amino- 
und/oder Carboxylgruppe aufweist und am anderen Ende als Alkylether 
mit 1-4 C-Atomen, insbesondere als Methylether vorliegt, 

wobei R2 vorzugsweise 

(a) -(CH2)n-NH2 mit n gleich 1-5, vorzugsweise 4 oder 

(b) -(CH2)n-COOH mit n gleich 1-5, vorzugsweise 1-3 ist. 

3. Verbindung nach Ansprach 1 oder 2, wobei Pi nach Kopplung des Oligo- 
oder Polyalkylenglykols die allgemeine Formel n aufweist 
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wobei q gleich 0, 1, 2, 3, 4 oder 5 ist und D gleich Fonnel HI ist 
B--iJ^-0— (m), 
wobei 

wenn E gleich eine H2N-, HOOC-(CH2)n-CO-NH-, HOOC- oder H2N- 

(CH2)n-NH-COGnq)pe ist, F gleich ein Oligo- oder Polyalkylenglycol der 

allgemeinea Fennel -(CH2)d-[O-ai2-CH23vO-(CH2)m-0SIH 

CH2)ir Oder -(CH2)d-[0-CH(CH3>CH2]v-0-(CH2)m-(^^ 

CH2)k- mit d = 1, 2, 3 oder 4, v = eine ganze Zahl von 1 bis 1000, bevor- 

zugt 1 bis 250, m = 0, 1, 2, 3 oder 4 iindk = 0 oder 1 ist oder 

wenn E gleich eine CHa-O-Giuppe ist, F gleich eine Oligo- oder 

Polyalkylenglycolkette der allgemeinen Fonnel -(CH2)d-[0-CH2-CH2]vO- 

(CH2)ni-(NH-CO-CH2-0-CH2)ir oder -(CH2)d-[0-CH(CH3)-CH2]v-0- 

(CH2)m-(NH-CO-CH2-0-CH2)ir mit d = 1, 2, 3 oder 4, v = eine ganze Zahl 

von 1 bis 1000, bevorzugt 1 bis 250, m = 0, 1, 2, 3 oder 4 und k = 0 oder 1 

ist; 

und G gleich -CO-NH- oder -NH-CO- ist. 

4. Verbindung nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 3, wobei U an 1, 
2 oder 3 Positionen vorzugsweise mit einem Halogen, insbesondere Fluor 
oder CMor, oder einem Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Methoxy-, Ethoxy-, oder 
Propoxyrest substituiert ist 

5. Verbindung nach mindestens einem der Ansprtiche 1 bis 4, wobei eine 
Carboxylgruppe als Ester, bevorzugt als Ethylester, geschiitzt vorliegt. 



53 



wo 03/076391 



PCT/EP03/02489 



6. Verbindung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5 in Form eines 
Prodrugs, wobei R9 und/oder Rn in diesem Fall ein Alkj'lcarbonyl-, 
Aralkylcarbonyl-, Alkjdoxycarbonyl- oder Aralkyloxycarbonyl-Rest ist, 
wobei der Alkybrest vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 4 C-Atome 
5 raid der Arylrest vorzugsweise 5 bis 8, insbesondere 6 C-Atome besitzt 

7. Verbindung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekCTnzeichnet, dass im Amidinobenzylamidrest die Amidinognq>pe in 4- 
Position steht und dass P2 von der Aminosaure D-Ser abstammt und Pi 

10 von Glycin, Alanin, Serin, Asparagrnsaure oder Glutaminsaure abstammt 

und dass R5 ein unsubstituierter oder mit einer Carboxylgruppe oder 
Carboxyalkylgruppe v^ehener Aryl- oder Aralkylsulfonyl-Rest mit 1 bis 
16, vorzugsweise 1 bis 8, insbesondere 1 bis 4, vor allem 1 bis 2 C- 
Atomen im Alkylrest und 6 bis 14, vorzugsweise 6 bis 10, insbesondere 6 

1 5 C- Atomen im Arylrest ist 

8. Verbindung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekemizeichnet, dass im Amidinobenzylamidrest die Amidinogruppe in 4- 
Position steht und dass P2 die Aminosaure D-Ser xmd Pi eine natOrliche 

20 oder kunstliche, unsubstituierte oder substituierte basische Aminosaure in 

der L-Konfiguration bedeutet, beispielsweise Lys, homoLys, Arg, norArg, 
homoArg, His, Om, Om(2-Imidazolinyl), Dab, 4-[(2- 
Ammo)Pyrimidinyl]Buttersaure, Dap, Ala[3-(2-Pyrrolidinyl)], Ala[3- 
Pyrrolidinyl-(2-N-Amidino)], Ala[3-(N-Piperazine-4-N-amidino], Ala(4- 

25 Pip), Ala[4-Pip(N-amidino)], homoAla(4-Pip), Ala[3-Pip(N-amidino)], 

homoAla(3-Pip), homoAla[4-Pip(N-amidino)], Ala-(3-guaiiidino), Phe(3- 
Amidino), Phe(4-Amidino), PheCS-NHi), Phe(4-NH2), Phe(3-Guamdino), 
Phe(4-Guanidino), Phe[4-(2-imidazolinyl)], Phe[3-CH2-(guamdino)], 
Phe[4-CH2-(guanidino)], homoPhe(3-Amidino), homoPhe(4-Amidino), 

30 hPhe(3-NH2), hPhe(4-NH2), hPhe(3-Guamdino), hPhe(4-Guanidmo), cis- 

Caia(4-1SIH2), trans-Cha(4-NH2), cis-homoCha(4-NH2), trans-homoCaia(4- 
NH2), trans-Cha(4-CH2NH2), trans-homoCha(4-CH2NH2), und dadurch 
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gekeonzeichnet, dass R5 ein mit einer Sulfonylgruppe versehener Aryl- 
oder Aralkylsulfonyl-Rest mit 1 bis 16, vorzugsweise 1 bis 8, insbesondere 
1 bis 4, vor allem 1 bis 2 C-Atomen im Alkylrest und 6 bis 14, 
vorzugsweise 6 bis 10, insbesondere 6 C-Atomen im Arykest ist, der an 
die Aminogruppe des D-Ser gebunden isL 

9. Verbindung nach Ansprach 8, dadurch gekemizeichnet, dass Pi die 
Aminosaure Lys oder Arg bedeutet 

10. Verbindimg nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Substituent am substituiertCT Aryl-, Heteroaryl-, 
Aralkyl- oder Heteroaralkykest ein Halogen, vorzugsweise Fluor, Chlor 
Oder Brom, insbesondere Fluor oder Chlor, ist, 

11. Verbindung nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass eine Verbindxmg der allgemeinen Fonnel I die folgende 
Struktur aufweist: 

H li NH2 

mit R gleich COOH, HOOC-(CH2)p-. Ri800C-(CH2)p- mit p = 1 und 2 
und Ri8 = Methyl oder Ethyl, odea- COOMe in ortho-, meta- oder para- 
oder H und X gleich CH und Ri gleich H; oder 

R gleich 4-COOH oder 3-COOH mit X gleich CH und Ri gleich H, CH3 
Oder CH2-OH; Oder 

R gleich 4-COOH oder 3-COOH mit X gleich CH und Ri gleich H, CH3 
Oder CH2-OH; oder 

R gleich 4-CN mit X gleich CH und Ri gleich CH3; oder 

R gleich 4-CNH2-CH2) mit X gleich CH und Rj gleich H; oder 
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R gleich H mit X gleich CH und Ri gleich H, CH2-OH, CH2-0(Bzl), CH2- 
ISIH2, CH(0H)CH3 Oder CH(OBzi)CH3; oder 
R gleich 4-COOMe mit X gleich CH und Ri gleich CH2-OH; oder 
R gleich 4-CL, 4-Me, 4-F oder 3,4-Di-Cl mit X gleich CH und Ri gleich 
5 H; Oder 

R gleich H mit X gleich N und Ri gleich H. 

12. Verbindung nach mindestens einem der Ansprdche 1 bis 10, daduich ge- 
kennzeichnet, dass eine Vetbindung der allgemeinen Fonnel I eine der 
10 folgenden Strukturen aufweist: 





oder 




Oder 
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NH 
NHz . 



13. V^indung nach mindestens einem der Anspiiiche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass dne Veibmdimg der aUgemdnen Fonnel I dne der 
5 folgenden Strukturen aufweist: 

NH 

°- NH 



HO 



NH 

°=<o 

I 

PEG5000 
OMe 



Oder 
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Oder 
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14. Verbindung nach mindestens einem der Ansprttche 1-13, daduicli gekenn- 
zeichnet, dass die Verbindungen bevorzugt als Salze vorliegen, vorzugs- 
weise 3mt Mineralsauren, bevorzugt als Hydrochloride, oder vorzugsweise 

S als Salze mit geeigaeten organischra S^urerL 

15. Verbindung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass bevorzugte 
Salze von MineralsSuren auch Sulfate smd und geeignete organische 
Sauren beispielsweise EssigsSure, AmeisensSure, Methylsulfonsaure, 

10 Bemsteinsaure, ApfelsSure oder Trifluoressigsaure sind, wobei bevorzugte 

Salze von organischen Sauren Acetate sind. 

16. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemaB mindestens einem der 
Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass sequentiell die entspre- 

15 chenden Aminosauren an ein 4-Acetyloxamidinobenzylamin angekoppelt 

werden, wobei die N-terminale Aminosaure entweder den Rs-Rest bereits 
tragt oder dieser anschliefiend daran gebunden wird. 

17. Arzneimittel enthaltend eine Verbindung gemfiB mindestens einem der 
20 Ansprftche 1 bis 15 sowie phannazeutisch geeignete Hilfs- und/oder 

Zusatzstoffe. 

18. Arzneimittel nach Anspruch 17, wobei das Arzneimittel in Form einer 
Tablette, eines Dragees, einer Kapsel, euies Pellets, Suppositoriums, einer 

25 Losung, insbesondere einer Lijektions- oder Infusionslosung, von Augen-, 

Nasen xmd Ohrentropfen, eines Seifts, einer Kapsel, einer Emulsion oder 
Suspension, eines GlobuU, Styli, Aerosols, Pud^s, einer Paste, Creme 
Oder Salbe emgesetzt wird. 

30 19. Verwendung einer Verbindung gemSfi mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 15 oder eines Arzneimittels gemSfi einem der Anspriiche 17 oder 18 
zur Therapie oder Prophylaxe eines Tumors, insbesondere zur 



59 



wo 03/076391 ^ PCT/EP03/02489 

Rednziemng der Bildung von Txnnormetastasm, bevoizugt in oralCT, 
subkutaner, intravenoser oder transdennaler Fonn. 

20. VCTwendung einw Verbindnng gemSfi mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 15 Oder eines Arzaeimittels gemSfi einem der Anspriiche 17 oder 18 
zur Diagnose eines Tumors. 
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